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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Οι βλάβες στο DNA εμπλέκονται στην αιτοπαθογένεια  σχετιζόμενων με τη 
γήρανση ασθενειών όπως η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ).. Βλάβες στο DNA μπορεί να 
προκληθούν από οξειδωτικό στρες (ΟΣ), βασικό αιτιολογικό παράγοντα της 
κυτταρικής γήρανσης. Πρόσφατα δείχθηκε ότι  επίδραση ΟΣ σε χονδροκύτταρα 
αυξάνει τα επίπεδα της καβεολίνης-1, μιας πρωτεΐνης των μικροσπηλαίων της 
πλασματικής μεμβράνης. 
Στην παρούσα εργασία διερευνήσαμε τη λειτουργία της καβεολίνης-1 έπειτα 
από την επίδραση στρες. Φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα υποβλήθηκαν σε ΟΣ ή 
επίδραση βλεομυκίνης- γνωστού αντικαρκινικού φαρμάκου που προκαλεί βλάβες στο 
DNA- και αφέθηκαν να ανακάμψουν. Έπειτα από την επίδραση του στρες αναλύσαμε 
τα επίπεδα βλαβών στο DNA καθώς και τα πρωτεϊνικά επίπεδα και τον κυτταρικό 
εντοπισμό της καβεολίνης-1.. Αναλύθηκε επιπλέον η ικανότητα χονδροκυττάρων να 
ανταποκρίνονται σε ωσμωτικό στρες, ιδιότητα που εξαρτάται κατεξοχήν από τα 
μικροσπήλαια, ύστερα από επίδραση ΟΣ. 
Τα αποτελέσματα μας έδειξαν σημαντική διαφορά στα επίπεδα βλαβών 
ανάμεσα σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα υπό κανονικές συνθήκες. Έπειτα 
από την επίδραση του ΟΣ στα φυσιολογικά κύτταρα οι βλάβες αυξάνονται αλλά 
αποκαθίστανται.. Αντίθετα, τα ΟΑ χονδροκύτταρα αδυνατούν να τις επιδιορθώσουν. 
Επιπλέον, στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα έπειτα από την επίδραση του στρες 
(Η2Ο2/βλεομυκίνη) παρατηρείται αύξηση των επιπέδων της καβεολίνης-1 καθώς και 
μετατόπισή της από την κυτταρική μεμβράνη/κυτταρόπλασμα προς τον πυρήνα. 
Έπειτα από ικανό χρόνο ανάκαμψης καβεολίνη-1 επιστρέφει στον αρχικό της 
εντοπισμό. Στα ΟΑ χονδροκύτταρα δεν παρατηρήσαμε αύξηση στα επίπεδά της ούτε 
και μετατόπιση. Τέλος, τα φυσιολογικά χονδροκύτταρα μπορούν να αντιμετωπίσουν 
το ωσμωτικό στρες ανακάμπτοντας από το ΟΣ, κάτι που αδυνατούν να κάνουν τα ΟΑ 
χονδροκύτταρα.  
Η μετατόπιση της καβεολίνης-1  προς και εκτός πυρήνα συμπίπτει με την 
εμφάνιση και επιδιόρθωση των βλαβών στο DNA, παρέχοντας ενδείξεις για εμπλοκή 
της στη σηματοδότηση/επιδιόρθωση των βλαβών. Αντίθετα στα ΟΑ χονδροκύτταρα η 
απουσία μετατόπισης πιθανά σχετίζεται με την αδυναμία επιδιόρθωσης των βλαβών. 
Συνεπώς, τα αποτελέσματα αυτά παρέχουν νέα δεδομένα για εμπλοκή της 
καβεολίνης-1 στην αιτιοπαθογένεια της ΟΑ.  
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ABSTRACT 
The DNA damage is  involved in the pathogenesis of age-related diseases such 
as osteoarthritis (OA). DNA damage can be caused by oxidative stress (OS), a major 
causative agent of cellular senescence. Recently it was shown that OS increases the 
levels of caveolin-1 in chondrocytes, a protein of the caveolae of the plasma 
membrane. 
In this study we investigated the function of caveolin-1 after stress. Normal 
and OA chondrocytes were either sujdbected to OS or to ER bleomycin- known 
anticancer drug that causes lesions to the DNA- and allowed to recover. After OS or 
bleomycin treatment we analyzed the DNA damage levels as well the protein levels 
and subcellular localization of caveolin-1. Furthermore we analyzed the ability of 
chondrocytes to respond to osmotic stress, a property which predominantly depends 
on caveolae, after subjected them to OS . 
Our results showed a significant difference in DNA damage levels between 
normal and OA chondrocytes under normal conditions. After stress in DNA lesions  
were increased in normal chondrocytes, but restored after a period of recovery. 
Conversely, OA chondrocytes were unable to repair the damage. Moreover, in normal 
chondrocytes after the effect of stress (H2O2 /bleomycin) we observed increased 
protein levels of caveolin-1 and a translocation from the cell membrane /cytoplasm to 
the nucleus. As cell recover from the stress caveolin-1 returns to its original 
localization. In OA chondrocytes we did not observe increase in levels of caveolin-1 
nor translocation to the nucleus. Finally, normal chondrocytes could respond to 
osmotic stress rebounding from the OS, which OA chondrocytes fail to do. 
The translocation of caveolin-1 to and out from the nucleus coincides with the 
appearance  and the repair of the damage to the DNA, suggesting a potential 
involvement in signaling/repairing of the DNA lesions. In contrast, the absence of 
such a translocation in OA chondrocytes implies a potential inability of signal and/or 
repair the damage. These results provide novel data for the involvement of caveolin-1 
in the pathogenesis of OA. 
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Α. Εισαγωγή 
 
1. Οστεοαρθρίτιδα 
1.1 Γενικά Στοιχεία 
Η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) συνιστά μία εκφυλιστική νόσο των αρθρώσεων και 
αποτελεί την πιο κοινή μορφή αρθρίτιδας που πλήττει το γενικό πληθυσμό, με την 
ηλικία να θεωρείται ο πιο ισχυρός προδιαθεσικός παράγοντας για την έναρξη και 
εξέλιξη της νόσου (Poulet and Staines, 2016). Η πιο κοινή εξήγηση για αυτό, είναι η 
σωρευτική επίδραση του μηχανικού φορτίου που δέχονται οι αρθρώσεις η οποία 
κλινικά οδηγεί στη φθορά (‘’wear and tear’’) και στη παθολογική κατάρρευση του 
χόνδρου (Aigner et al, 2004), καθιστώντας τη νόσο περισσότερο μια φυσικώς 
επερχόμενη μη αντιστρεπτή διαταραχή (Hügle et al, 2012). Αν και δεδομένα 
υποστήριζαν ότι η ΟΑ θεωρείται συνέπεια της γήρανσης και της συνεχούς φθοράς 
των χόνδρων, νεότερες μελέτες σχετικά με τη συσχέτιση της ηλικίας με την ΟΑ 
υποστηρίζουν ότι η γήρανση του μυοσκελετικού συστήματος αυξάνει την ευαισθησία 
του οργανισμού για την ανάπτυξη της ΟΑ αλλά δεν τη προκαλεί από μόνη της. Η ιδέα 
ότι η ηλικία συνεισφέρει αλλά δεν προκαλεί άμεσα ΟΑ συνάδει με την 
πολυπαραγοντική φύση της ασθένειας και με τη γνώση ότι δεν εμφανίζουν όλοι οι 
γηραιότεροι ενήλικες ΟΑ καθώς και ότι δεν προσβάλλονται όλοι οι ιστοί στον ίδιο 
βαθμό. Παρόλη την υψηλή πολυπλοκότητα της, αυτή η προοπτική δεν βελτίωσε 
απλώς την κατανόηση της ασθένειας αλλά υπέδειξε και νέες πιθανές θεραπευτικές 
στρατηγικές. 
Αν και η οστεοαρθρίτιδα μπορεί να πλήξει όλες τις αρθρώσεις, συναντάται 
κυρίως στο ισχίο, στο γόνατο και στο χέρι. Η οστεοαρθρίτιδα μπορεί να διαγνωστεί 
ως συμπτωματική ή ακτινογραφική. Συμπτωματική ορίζεται η οστεοαρθρίτιδα όπου ο 
ασθενής εμφανίζει απλώς τα συμπτώματα της νόσου, ενώ ακτινογραφική ορίζεται 
όταν γίνονται εμφανείς οι αλλαγές στο χόνδρο ή στο οστό ύστερα από ακτινογραφική 
ανάλυση. 
 
1.2 Επιδημιολογία 
Η οστεοαρθρίτιδα είναι η πιο κοινή διαταραχή των αρθρώσεων παγκοσμίως 
και μία από τις πιο κοινές αιτίες πόνου και αναπηρίας στους γηραιότερους. Η 
επίπτωση της νόσου αυξάνεται καθώς μεγαλώνει ο πληθυσμός των υπερηλίκων, 
προσθέτοντας επιπλέον οικονομικά βάρη στους πάροχους υγειονομικής περίθαλψης 
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(Centers for Disease Control and Prevention, 2013). Η οστεοαρθρίτιδα πλήττει 
τουλάχιστον 27 εκατομμύρια κατοίκους της Αμερικής και αποτελεί τη βασική αιτία 
αναπηρίας άρθρωσης στις Ηνωμένες Πολιτείες. Συγκρίνοντας τα ποσοστά 
επιπολασμού φαίνεται ότι η πιθανότητα εμφάνισής της ασθένειας αυξάνεται 
δραματικά με την αύξησης της ηλικίας καθώς μόνο το 7.6% των ατόμων ηλικίας 18-
44 ετών θα εμφανίσει την ασθένεια, το 29.8% των ατόμων ηλικίας 45-64 ετών και το 
50% των ατόμων άνω των 65 ετών (Centers for Disease Control and Prevention, 
2013). H OA συναντάται σε 1 στους 6 ενήλικες και υπολογίζεται ότι μέχρι το 2030 θα 
πάσχει το 20% του πληθυσμού στην Αμερική και στην Ευρώπη (De Bari et al, 2010).  
Η ΟΑ στους ανθρώπους γίνεται συνήθως συμπτωματική μετά τα 50 έτη, στην 
ηλικία δηλαδή που γίνονται και οι ακτινογραφικές αλλαγές πιο εμφανείς (Loeser, 
2013). Παρόλο που οι ακτινογραφικές ενδείξεις της ΟΑ, όπως τα οστεόφυτα και η 
στένωση των αρθρώσεων δε συσχετίζονται πάντα με ακρίβεια με τα συμπτώματα, 
μεγάλες επιδημιολογικές μελέτες συχνά βασίζονται στις ακτινογραφικές αλλαγές για 
να καθορίσουν την OA. Επιδημιολογική μελέτη που διεξήχθη σε πληθυσμό στο 
Leiden της Ολλανδίας έδειξε ότι μόνο το 16% των ατόμων ηλικίας 90 ετών δεν 
εμφάνιζαν ακτινογραφική ΟΑ (Goekoop RJ et al, 2011). Αντιθέτως, η μεγάλη μελέτη 
Johnson Country (Huang et al, 2011), έδειξε ότι ο επιπολασμός της ακτινογραφικής 
οστεοαρθρίτιδας γόνατος αυξήθηκε από 26.2% σε άτομα ηλικίας 55-64 ετών σε 
σχεδόν 50% σε άτομα ηλικίας άνω των 75 ετών. Ομοίως ο επιπολασμός της 
συμπτωματικής ΟΑ γόνατος αυξήθηκε από 16.3% σε 32.8% στις ίδιες ηλικιακές 
ομάδες αντιστοίχως. Πιο συγκεκριμένα σύμφωνα με το Johnson Country OA project, 
οι Αφροαμερικάνοι άντρες εμφάνιζαν υψηλότερο επιπολασμό ακτινογραφικής ΟΑ 
ισχίου σε σχέση με τους Καυκάσιους (32.2% έναντι 23.8%). Δε βρέθηκε καμία 
διαφορά μεταξύ των Αφροαμερικάνων γυναικών με τις Καυκάσιες (40.3% έναντι 
39.4%). 
Στην Beijing OA study, η ΟΑ χεριού και ισχίου παρουσίαζαν μεγαλύτερη 
συχνότητα εμφάνισης στον πληθυσμό των Κινέζων συγκριτικά με τους Καυκάσιους 
(44.5%-47% έναντι 72.5%-85% και 0.8% έναντι 4.5% αντιστοίχως), αλλά ενδιαφέρον 
παρουσίαζε το γεγονός ότι η συχνότητα της νόσου στον πληθυσμό των Κινέζων ήταν 
μεγαλύτερη σε γυναίκες συγκριτικά με του άρρενες (46.6% έναντι 34.8%) (Helmick 
et al, 2008), ( Centers for Disease Control and Prevention, 2013). 
Σημαντική είναι και η γενετική συνιστώσα της νόσου καθώς υπολογίζεται ότι 
η κληρονομικότητα της ΟΑ ανέρχεται σε ποσοστό περίπου στο 40%-65% και είναι 
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υψηλότερη για το χέρι και το ισχίο σε σχέση με το γόνατο (Zhang et al, 2010), 
(Palotie et al, 1989). Μέχρι στιγμής έχουν βρεθεί 3 γενετικοί τόποι σχετιζόμενοι με 
την οστεοαρθρίτιδα (Evangelou et al, 2011), (Valdes et al, 2011), (Day-Williams et al, 
2011), οι οποίοι είναι i) ο GDF5 ο οποίος κωδικοποιεί τον αυξητικό διαφοροποιητικό 
παράγοντα 5 (μία μορφογενετική πρωτεΐνη που εκφράζεται σε σκελετικές και 
αρθρικές δομές), ii) η χρωμοσωμική περιοχή 7q22 και iii) ο MCF2L (Guanine 
nucleotide exchange factor DBS). Το γενετικό υπόβαθρο επηρεάζει και τον πόνο που 
προκαλείται σε καταστάσεις οστεοαρθρίτιδας. Ένας λειτουργικός πολυμορφισμός 
(Val158Met) στο COMT γονίδιο συνδέθηκε με τον πόνο προκαλούμενο από ΟΑ 
ισχίου σε μία μελέτη κοορτής (cohort study) (Meurs et al, 2009). Τα γονίδια TRPV1 
και PACE4 συνδέθηκαν επίσης με τον πόνο στη ΟΑ γόνατος σε 2 ξεχωριστές μετα-
αναλύσεις (Valdes et al, 2011), (Malfait, 2012). 
1.3 Προδιαθεσικοί παράγοντες 
Η οστεοαρθρίτιδα είναι μία πολυπαραγοντική νόσος και μπορεί να θεωρηθεί 
ως το αποτέλεσμα  της αλληλεπίδρασης μεταξύ των συστημικών και τοπικών 
παραγόντων όπως φαίνεται στη εικόνα 1 (Felson et al, 2003). Έχει συσχετισθεί με 
πολλούς προδιαθεσικούς παράγοντες, εκ των οποίων οι πιο σημαντικοί είναι η ηλικία, 
το φύλο, η εθνικότητα, το γενετικό υπόβαθρο, ο δείκτης μάζας σώματος, οι διάφοροι 
τραυματισμοί καθώς και άλλες συνυπάρχουσες παθήσεις όπως καρδιαγγειακά 
νοσήματα, μεταβολικά σύνδρομα ή ο διαβήτης (Poulet et al, 2016), (Goldring et al, 
2015). Η σχετική σημαντικότητα των προδιαθεσικών παραγόντων μπορεί να ποικίλει 
για τις διάφορες αρθρώσεις, για τα διάφορα στάδια της ασθένειας, για την ανάπτυξη ή 
εξέλιξη της ασθένειας καθώς και για τον ορισμό της ασθένειας ως συμπτωματική ή 
ακτινογραφική.  
Εικόνα 1: Προδιαθεσικοί παράγοντες και παθογένεση της οστεοαρθρίτιδας 
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Συστημικοί προδιαθεσικοί παράγοντες: 
Ηλικία: Όπως ήδη αναφέρθηκε, η ηλικία είναι ο πιο ισχυρός προδιαθεσικός 
παράγοντας για την εμφάνιση ΟΑ για όλες τις αρθρώσεις καθώς η αύξηση των 
περιστατικών ΟΑ σχετίζεται θετικά με την αύξηση της ηλικίας.  Πιθανή εξήγηση για 
τα παραπάνω θεωρείται ότι η ΟΑ εμφανίζεται ως συνέπεια της σωρευτικής έκθεσης 
σε διάφορους προδιαθεσικούς παράγοντες καθώς και των βιολογικών αλλαγών που 
συμβαίνουν με το πέρασμα των χρόνων όπως η λέπτυνση του χόνδρου, η 
αποδυνάμωση των μυών και το οξειδωτικό στρες. Αποτέλεσμα των παραπάνω είναι η 
καταπόνηση των αρθρώσεων οι οποίες γίνονται λιγότερο ανθεκτικές στις 
αντιξοότητες (Helmick et al, 2008). 
Φύλο και ορμόνες: Επιδημιολογικά δεδομένα υποδεικνύουν ότι η πιθανότητα 
εμφάνισης της ΟΑ είναι μεγαλύτερη στις γυναίκες συγκριτικά με τους άρρενες, ενώ 
επίσης έχει δειχθεί ότι οι γυναίκες εμφανίζουν και πιο βαριά μορφής της νόσου 
(Lawrence et al, 2008). Η σαφής αύξηση της ΟΑ στις γυναίκες σε ηλικία κοντά στην 
εμμηνόπαυση οδήγησε τις έρευνες στην υπόθεση ότι ορμονικοί παράγοντες παίζουν 
σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της ασθένειας. Παρόλα αυτά, τα αποτελέσματα των 
ερευνών είναι αντικρουόμενα. 
Φυλή/Εθνικότητα: Σημαντικές διαφορές παρατηρούνται και στον 
επιπολασμό της οστεοαρθρίτιδας μεταξύ ομάδων διαφορετικών εθνικοτήτων. Η ΟΑ 
ισχίου και χεριού ήταν πολύ λιγότερο συχνή στους Κινέζους στο Πεκίνο σε σχέση με 
τους λευκούς στην ίδια περιοχή σύμφωνα με τη μελέτη Framingham (Nevitt et al, 
2002). Παρόλα αυτά, οι Κινέζες εμφάνισαν μεγαλύτερο επιπολασμό σε σχέση με τις 
λευκές στην ίδια μελέτη. 
Γενετικό υπόβαθρο: Αποτελέσματα από διάφορες μελέτες έδειξαν ότι η 
οστεοαρθρίτιδα έχει κληρονομικό χαρακτήρα ο οποίος μπορεί να διαφέρει με βάση το 
προσβαλλόμενο χόνδρο (γόνατο, ισχίο, χέρι). Μελέτες σε οικογένειες και μελέτες 
διδύμων εκτίμησαν τη συμβολή της κληρονομικότητας στην ΟΑ μεταξύ του 50%-
65%, με μεγαλύτερη την επιρροή της κληρονομικότητας στη ΟΑ ισχίου και χεριού σε 
σχέση με την ΟΑ γόνατος (Spector et al, 1996), (Palotie et al, 1989).  
Γενετικά/Αναπτυξιακά σύνδρομα: Κάποιες γενετικές ή αναπτυξιακές 
ανωμαλίες (γενετικό υπερξάρθρημα, ασθένεια Legg-Calvé-Perthes) έχουν 
συσχετιστεί με εμφάνιση οστεοαρθρίτιδας σε μεγάλη ηλικία (Murray, 1965). 
Εντούτοις, τα περισσότερα από αυτά τα σύνδρομα συναντώνται πολύ σπάνια και 
είναι υπεύθυνα  για ένα πολύ μικρό αριθμό περιπτώσεων ΟΑ. 
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Διατροφή: Οι διατροφικοί παράγοντες αποτελούν αντικείμενο ιδιαίτερου 
ενδιαφέροντος για την ΟΑ με τα αποτελέσματα διάφορων ερευνών να είναι 
αντικρουόμενα. Ένας από τους πιο σημαντικούς θρεπτικούς παράγοντες είναι η 
βιταμίνη D καθώς χωρίς επαρκή δόση βιταμίνης D τα οστά μπορεί να γίνουν λεπτά, 
εύθραυστα ή να παραμορφωθούν. Στη μελέτη Framingham άτομα τα οποία είχαν 
χαμηλή ή μέτρια πρόσληψη ορού 25-υδροξυ-βιταμίνης D, είχαν τριπλάσια 
πιθανότητα εμφάνισης οστεοαρθρίτιδας γόνατος σε σχέση με αυτούς που είχαν 
υψηλή πρόσληψη του ίδιου ορού (McAlindon et al, 1996). Σύμφωνα με την ίδια 
μελέτη, χαμηλή πρόσληψη βιταμίνης C συσχετίστηκε με αυξημένο κίνδυνο εξέλιξης 
της νόσου αλλά όχι εμφάνισης της (McAlindon et al, 1996). Αποτελέσματα 
ελεγχόμενων κλινικών δοκιμών έδειξαν ότι πρόσληψη βιταμίνης Ε απέτυχε να 
βελτιώσει τα συμπτώματα ασθενών με συμπτωματική ΟΑ γόνατος ή να εμποδίσει την 
εξέλιξη της νόσου (Wluka et al, 2002). Σύμφωνα με μία μελέτη, υψηλά επίπεδα ορού 
βιταμίνης Κ σχετίστηκαν με χαμηλότερο επιπολασμό ακτινογραφικής ΟΑ χεριού 
(Neogi et al, 2006). Πάντως, άλλες μελέτες απέτυχαν να επαληθεύσουν τη 
φαινομενική προστατευτική δράση της βιταμίνης Κ στην ΟΑ. 
 
Τοπικοί προδιαθεσικοί παράγοντες: 
Παχυσαρκία: Τα υπερβολικό βάρος και η παχυσαρκία αποτελούν 
προδιαθεσικούς παράγοντες για την εμφάνιση οστεοαρθρίτιδας, ιδιαίτερα για την ΟΑ 
γόνατος (Felson et al, 2000). Τα αποτελέσματα από τη μελέτη Framingham έδειξαν 
ότι γυναίκες, οι οποίες έχασαν περίπου 5 κιλά, είχαν 50% λιγότερες πιθανότητες για 
ανάπτυξη συμπτωματικής οστεοαρθρίτιδας γόνατος (Felson et al, 1992). Σύμφωνα με 
την ίδια μελέτη η αύξηση του βάρους σχετίζεται ισχυρά με την αύξηση των 
πιθανοτήτων εμφάνισης ακτινογραφικής οστεοαρθρίτιδας. Σύμφωνα με μελέτες, 
απώλεια βάρους φαίνεται να μειώνει τον πόνο και την αναπηρίας άρθρωσης σε άτομα 
με ΟΑ γόνατος (Messier et al, 2004), (Christensen et al, 2007). Η σχέση πάντως της 
παχυσαρκίας με την ΟΑ ισχίου είναι λιγότερο ισχυρή σε σχέση με την ΟΑ γόνατος 
(Tepper and Hochberg, 1993). 
Τραυματισμός/Χειρουργείο: Πολυάριθμες μελέτες έχουν δείξει ότι οι 
τραυματισμοί στο γόνατο αποτελούν έναν από τους πλέον ισχυρούς προδιαθεσικούς 
παράγοντες για την ανάπτυξη οστεοαρθρίτιδας. Σοβαρός τραυματισμός στη δομή 
ενός συνδέσμου, ρήξη μηνίσκου που απαιτεί μηνισκεκτομή ή ρήξη πρόσθιου χιαστού 
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συνδέσμου μπορεί να οδηγήσει σε αυξημένο κίνδυνο για ανάπτυξη οστεοαρθρίτιδας 
και μυοσκελετικής συμπτωματολογίας (Lohmander et al, 2004), (Roos et al, 2001).  
Εργασία: Επαναλαμβανόμενη χρήση των αρθρώσεων στην εργασία έχει 
συσχετιστεί με αυξημένο κίνδυνο για εμφάνιση ΟΑ. Έρευνες έχουν δείξει ότι αγρότες 
έχουν υψηλότερο επιπολασμό οστεοαρθρίτιδας ισχίου (Croft et al, 1992). Ο κίνδυνος 
για εμφάνιση οστεοαρθρίτιδας γόνατος ήταν πάνω από 2 φορές πιο υψηλός για 
άντρες των οποίων η δουλειά απαιτούσε μεταφορά ή γονυκλισία σε σχέση με 
εκείνους των οποίων η δουλειά δεν απαιτούσε σωματική δραστηριότητα (Felson et al, 
1991). Επιπλέον ο κίνδυνος ήταν ακόμα υψηλότερος για άτομα των οποίων η δουλειά 
απαιτούσε φυσική δραστηριότητα και ήταν υπέρβαρα (Coggon et al, 2000). 
Φυσική δραστηριότητα/Αθλητισμός: Έρευνες που μελετούν τη σχέση 
μεταξύ των αθλητικών δραστηριοτήτων και εμφάνισης οστεοαρθρίτιδας έδωσαν 
αντιφατικά αποτελέσματα. Στοιχεία δείχνουν ότι οι κορυφαίοι δρομείς μεγάλων 
αποστάσεων διατρέχουν υψηλό κίνδυνο εμφάνισης οστεοαρθρίτιδας γόνατος και 
ισχίου (Puranen et al, 1975), (Kujala et al, 1995), (Spector et al, 1996). Αντιθέτως 
άλλες έρευνες έδειξαν ότι ελλείψει σοβαρών τραυματισμών, δρομείς μέτριων 
αποστάσεων δεν εμφάνισαν υψηλότερο κίνδυνο για εμφάνιση οστεοαρθρίτιδας (Lane 
et al, 1993). 
Εμβιομηχανικοί παράγοντες: Η σχέση μεταξύ μυϊκής δύναμης και 
οστεοαρθρίτιδας είναι περίπλοκη και δεν είναι πλήρως κατανοητή. Έχει διατυπωθεί η 
άποψη ότι μπορεί να ποικίλει σε σχέση με τον προσβαλλόμενο χόνδρο, ενώ 
υποστηρίζεται ότι μυϊκή αδυναμία και μυϊκή ατροφία σχετιζόμενη με την ΟΑ 
προκύπτει από την ελλιπή χρήση μυών προς αποφυγή πόνου, υποδεικνύοντας ότι η 
μυϊκή ατροφία ήταν αποτέλεσμα και όχι αίτιο της οστεοαρθρίτιδας.  
Ευθυγράμμιση δομών: Η ευθυγράμμιση γόνατος (γωνία γόνατος - ισχίου - 
αστράγαλου) αποτελεί παράγοντα-κλειδί για την κατανομή του μηχανικού φορτίου. 
Οποιαδήποτε αλλαγή από τη φυσιολογική ευθυγράμμιση του ισχίου, γόνατος ή 
αστράγαλου επηρεάζει τη κατανομή του μηχανικού φορτίου στο γόνατο. Έτσι, 
θεωρείται ότι άτομα με μη φυσιολογικώς ευθυγραμμισμένα γόνατα έχουν υψηλότερο 
κίνδυνο εμφάνισης και εξέλιξης οστεοαρθρίτιδας. 
 
1.4 Παθολογία της ΟΑ 
H OA περιλαμβάνει παθολογικές αλλαγές στους περισσότερους ιστούς των 
αρθρώσεων. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, ο αρθρικός χόνδρος διατηρεί μία δυναμική 
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ισορροπία μεταξύ σύνθεσης και αποδόμησης της συστατικών της εξωκυττάριας 
μήτρας, συμπεριλαμβανομένου του κολλαγόνου τύπου ΙΙ και της αγκρεκάνης (Nakata 
et al, 1993). Αντιθέτως, στους οστεοαρθριτικούς ιστούς, παρατηρείται διατάραξη της 
ισορροπίας, η οποία οδηγεί σε σταδιακή απώλεια χόνδρινου ιστού, κλωνικό 
πολλαπλασιασμό των χονδροκυττάρων στις περιοχές αυτές, επαγωγή οξειδωτικού 
στρες, δημιουργία στρεσογόνου περιβάλλοντος και τελικώς απόπτωση των κυττάρων 
(Bauer et al, 2006), (Lane et al, 2011). Εκτός της αποδόμησης του αρθρικού χόνδρου 
(αρχικά κυρίως στην επιφάνεια), παρατηρείται επίσης σχηματισμός οστεοφύτων, 
στένωση των αρθρώσεων, εκτεταμένη αναδιαμόρφωση του υποχόνδριου οστού, 
υμενίτιδα (ιδιαίτερα σε προχωρημένα στάδια της ασθένειας), ασβεστοποίηση του 
χόνδρου,  φλεγμονή των αρθρώσεων και εκφυλισμός των συνδέσμων και του 
μηνίσκου (ΟΑ γόνατος) (εικόνα 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2: Φυσιολογικός και παθολογικός χόνδρος 
 
1.4.1 Αποδόμηση αρθρικού χόνδρου 
Ο αρθρικός χόνδρος είναι ένας υψηλά εξειδικευμένος συνδετικός ιστός των 
αρθρώσεων. Η κύρια λειτουργία του είναι να παρέχει μια μαλακή (λιπαντική) 
επιφάνεια για τη λειτουργία των αρθρώσεων και ένα χαμηλό συντελεστή τριβής για 
τη μετακίνηση των φορτίων (Sophia Fox et al, 2009). Ο αρθρικός χόνδρος στερείται 
αιμοφόρων αγγείων, λεμφαγγείων και νεύρων. Είναι ένας υαλώδης χόνδρος και έχει 
πάχος 2-4mm. Αποτελείται από μία πυκνή εξωκυττάρια ουσία (ECM) με μία αραιή 
κατανομή εξαιρετικά εξειδικευμένων κυττάρων που ονομάζονται χονδροκύτταρα 
(λιγότερο από 5% του συνολικού όγκου) (Sophia Fox et al, 2009). Η εξωκυττάρια 
ουσία κατά κύριο λόγο αποτελείται από νερό, κολλαγόνο και πρωτεογλυκάνες, με 
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άλλες μη κολλαγονούχες πρωτεΐνες και γλυκοπρωτεΐνες να υπάρχουν σε μικρότερες 
ποσότητες (Woo and Buckwalter, 1987), (Buckwalter and Mankin, 1998). Η ECM 
προστατεύει τα κύτταρα από βλάβες που προκύπτουν από τη φυσιολογική  χρήση των  
αρθρώσεων, καθορίζει τους τύπους και τις συγκεντρώσεις των μορίων που φτάνουν 
στα κύτταρα, δρα ως σηματοδοτικός μεταβιβαστής για τα κύτταρα και βοηθά στη 
διατήρηση του φαινοτύπου των χονδροκυττάρων. Καθ’ όλη τη ζωή, ο αρθρικός 
χόνδρος υποβάλλεται σε εσωτερική αναδιαμόρφωση καθώς τα κύτταρα 
αντικαθιστούν μακρομόρια της ECM που αποδομούνται (Buckwalter et al, 2005). Με 
την αύξηση της ηλικίας μειώνεται η ικανότητα των χονδροκυττάρων να διατηρούν 
και να αποκαθιστούν τον αρθρικό χόνδρο με συνέπεια να αυξάνονται οι πιθανότητες 
για εκφυλισμό της επιφάνειας του (εικόνα 3). Εκτεταμένος εκφυλισμός του αρθρικού 
χόνδρου οδηγεί σε πόνο των αρθρώσεων και δυσλειτουργία κάτι το οποίο κλινικά 
αναγνωρίζεται ως οστεοαρθρίτιδα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
             Εικόνα 3: Ιστολογία φυσιολογικού και οστεοαρθριτικού χόνδρου 
 
1.4.2 Σχηματισμός οστεοφύτων   
Τα οστεόφυτα είναι οστικές αποφύσεις που συναντώνται στον ινώδη χόνδρο. 
Τρεις τύποι οστεοφύτων είναι γνωστοί εκ των οποίων ο ένας αποτελεί παθολογική 
δομή που εμφανίζεται στους περισσότερους οστεοαρθριτικούς φαινοτύπους. 
Ονομάζεται οστεοχονδρόφυτο (ή χόνδρο-οστεόφυτο) και εμφανίζεται στο περιόστεο 
πάνω από το οστό (στο κόμβο μεταξύ χόνδρου και οστού) (Menkes and Lane, 2004). 
Τα οστεόφυτα εμφανίζονται νωρίς κατά την ανάπτυξη της νόσου και προηγούνται της 
εμφάνισης στενωμένων αρθρώσεων. Τα οστεόφυτα έχουν σημαντικές κλινικές 
επιπτώσεις και θεωρούνται πηγή πόνου και απώλειας λειτουργίας κυρίως λόγω της 
συμπίεσης των νεύρων, τον περιορισμό της κινητικότητας των αρθρώσεων και της 
παρακώλυσης των ιστών και των οργάνων (Kraan and Berg, 2007).  
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1.4.3 Στένωση άρθρωσης 
Η στένωση των αρθρώσεων αποδίδεται γενικά στην απώλεια του αρθρικού 
χόνδρου. Χρησιμοποιείται κυρίως από τους ειδικούς, μαζί με άλλα χαρακτηριστικά, 
για τον ορισμό της σοβαρότητας της ασθένειας μέσω ενός συστήματος 
βαθμολόγησης (53,54). Το πιο κοινώς χρησιμοποιούμενο σύστημα βαθμολόγησης 
είναι το Empire Rheumatism Council System, το οποίο πρωτοπεριγράφηκε από τους 
Kellgren και Lawrence (K-L System) (Kellgren and Lawrence, 1989).  
 
1.4.4 Οστική Αναδιαμόρφωση 
H αναδιαμόρφωση των οστών στην οστεοαρθρίτιδα εμφανίζεται κυρίως στην 
υποχόνδρια πλάκα. Χειρουργικά δείγματα από άτομα με ΟΑ έχουν δείξει ότι αλλαγές 
στο υποχόνδριο οστό είναι πολύ κοινές (Bullough et al, 1998). Συγκεκριμένα, το 
υποχόνδριο οστό στην ΟΑ έχει αυξημένο όγκο και πάχος, άλλα είναι πιο αδύναμο και 
περιέχει λιγότερα μέταλλα σε σύγκριση με το φυσιολογικό (Buckland-Wright et al, 
2004). Με τις αλλαγές αυτές στις ιδιότητες του, το υποχόνδριο οστό είναι λιγότερο 
ικανό να απορροφήσει την ενέργεια που δέχεται, αυξάνοντας με αυτόν τον τρόπο τις 
όσεις που διαβιβάζονται μέσω των αρθρώσεων και οδηγούν σε παραμόρφωση της 
αρθρικής επιφάνειας. (Radin and Rose, 1986). 
 
1.4.5 Φλεγμονή του αρθρικού υμένα (Υμενίτιδα)  
Το χρυσό πρότυπο για τη διάγνωση υμενίτιδας είναι η ιστολογία του υμένα. Ο 
φυσιολογικός αρθρικός υμένας αποτελείται από 1 έως 4 στρώματα κυττάρων τα 
οποία ενώνονται στη εσωτερική επιφάνεια τους με μία ζώνη χαλαρώς τοποθετημένου 
ινοδοκολλαγόνου που περιέχει λιποκύτταρα, ινοβλάστες, μαστικά κύτταρα και 
μακροφάγα. Ο αρθρικός υμένας έχει σε αφθονία ερυθρά αιμοσφαίρια και νευρικά 
κύτταρα τα οποία διατρέχουν τη ζώνη ινωδοκολλαγόνου. Βιοψία από οστεοαρθριτικό 
υμένα γόνατος έδειξε αρκετές αλλαγές, από τις οποίες μερικές συναντώνται στα 
τελευταία στάδια οστεοαρθρίτιδας ενώ άλλες συναντώνται και στα πρώιμα (Loeuille 
et al, 2005). Αυτές οι αλλαγές περιλαμβάνουν πάχυνση του στρώματος επένδυσης, 
αυξημένη αγγείωση και διήθηση φλεγμονωδών κυττάρων. Έρευνες σε 
οστεοαρθριτικά μοντέλα ποντικού έδειξαν ότι η ενεργοποίηση των μακροφάγων στον 
αρθρικό υμένα είναι απαραίτητη για τη αποδόμηση του χόνδρου μέσω της παραγωγής 
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μεταλλοπρωτεινασών, υποδεικνύοντας ότι η φλεγμονή στον αρθρικό υμένα είναι 
καθοριστική για την αποδόμηση του χόνδρου (Bloom et al, 2007). 
1.5  Σηματοδοτικά Μονοπάτια 
Η εμφάνιση και η εξέλιξη της οστεοαρθρίτιδας είναι συνδεδεμένη με 
αυξημένη τοπική παραγωγή προ-φλεγμονωδών μεσολαβητών όπως οι ιντερλευκίνες 
(IL-1, IL-6) και ο παράγοντας νέκρωσης όγκων (Tumor Necrosis Factor, TNF), οι 
οποίοι υπερεκφράζονται στα χονδροκύτταρα και στα στρωματικά κύτταρα στις 
οστεοαρθριτικές αρθρώσεις (Bijlsma et al, 2011). Οι κυτοκίνες αυτές αποδομούν τον 
αρθρικό χόνδρο μέσω της ενεργοποίησης του πυρηνικού παράγοντα kB (NF-kB), της 
φωσφατιδυλ-ινοσιτόλη 3-κινάσης (PI3K/AKT) και άλλων σηματοδοτικών 
διαβιβαστών και μεταγραφικών ενεργοποιητών, οδηγώντας σε αυξημένη παραγωγή 
διάφορων μεταλλοπρωτεινασών (MMPs) συμπεριλαμβανομένης της MMP-13 καθώς 
και της μεταλλοπρωτεινάσης που αποδομεί το κολλαγόνο τύπου ΙΙ (Col2) (Goldring 
et al, 2011). Ενδογενής παράγοντες όπως το ινωδογόνο, οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ 
(heat shock proteins -hsp) ή προϊόντα διάσπασης του υαλουρονικού οξέος τα οποία 
απελευθερώνονται κατά τη διάρκεια φλεγμονώδους αντίδρασης ή τραυματισμού στην 
ΟΑ, μπορούν να ενεργοποιήσουν τους υποδοχείς toll-like (TLR), οι οποίοι 
συμβάλουν στην προς τα πάνω ρύθμιση προφλεγμονοδών κυτοκινών και χημειοκινών 
σε αρθριτικά κύτταρα (Goldring et al, 2011), (Loeser et al, 2012) (εικόνα 4). 
 
               
Εικόνα 4: Σηματοδοτικό μονοπάτι αποδόμησης χόνδρου στην ΟΑ 
 
 
1.6 Αντιμετώπιση  
Λόγω της έλλειψης θεραπείας για την οστεοαρθρίτιδα, γίνονται προσπάθειες 
για την διαχείριση των συμπτωμάτων της με κυριότερο σκοπό την ελαχιστοποίηση 
του πόνου και της αναπηρίας της άρθρωσης (Burke et al, 2016). Υπάρχουν 2 τρόποι 
διαχείρισης της οστεοαρθρίτιδας, οι επεμβατικές και οι μη επεμβατικές μέθοδοι. . Η 
περισσότερο χρησιμοποιούμενη επεμβατική μέθοδος για την ΟΑ είναι η ολική 
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αρθροπλαστική (Total joint replacemnet, TJR), η οποία αποτελεί την πιο 
αποτελεσματική επεμβατική μέθοδο με τα πιο μακροχρόνια αποτελέσματα (Katz, 
2006). Στην ολική αρθροπλαστική γίνεται αντικατάσταση ολόκληρης της άρθρωσης ή 
τμημάτων της, με μία είτε μεταλλική είτε πλαστική ή κεραμική συσκευή που 
ονομάζεται πρόσθεση (prostheses). Σκοπός της πρόσθεσης είναι να αντιγράψει τη 
κίνηση μίας φυσιολογικής, υγειούς άρθρωσης. Κάθε χρόνο στην Αμερική γίνονται 
200.000 επεμβάσεις ολικής αρθροπλαστικής για το ισχίο και 35.000 για το γόνατο 
(Steiner et al, 2002). Δεδομένα δείχνουν ότι οι προσθέσεις μπορεί να διαρκέσουν 
πάνω από 20 χρόνια (Wu et al, 2008). Υπάρχουν και άλλες λιγότερο 
χρησιμοποιούμενες επεμβατικές μέθοδοι οι οποίες περιλαμβάνουν οστεοτομή μηρού 
ή κοτύλης, χειρουργικό καθαρισμό του χόνδρου και μηχανική απομάκρυνση του 
κατεστραμμένου χόνδρου με σκοπό να προαχθεί νέα χόνδρινη άρθρωση 
(chondroplasty) (Katz, 2006).  
Οι μη επεμβατικές μέθοδοι επιλέγονται συνήθως από τους ασθενείς που έχουν 
σκορ 1-3 στη κλίμακα Kellgren–Lawrence (πιο ήπια μορφή) ή τους ασθενείς ηλικίας 
χαμηλότερης των 40 (Vaishya et al, 2016). Οι μη επεμβατικές μέθοδοι συνήθως 
περιλαμβάνουν τη χρήση φαρμακευτικών ουσιών. Μερικές από τις πιο 
χαρακτηριστικές φαρμακολογικές ουσίες που χορηγούνται είναι τα μη-στεροειδή 
αντι-φλεγμονώδη φάρμακα (NSAIDs), οι μη-ειδικοί αναστολείς κυκλο-οξυγενάσης, 
οι επιλεκτικοί αναστολείς κυκλοοξυγενάσης-ΙΙ, η γλυκοζαμίνη και η χονδροϊτίνη 
(Vaishya et al, 2016), (Burke et al, 2016). Τα τελευταία χρόνια γίνεται σημαντική 
προσπάθεια, που ήδη έχει παράξει θετικά αποτελέσματα, θεραπείας της 
οστεοαρθρίτιδας με τη χρήση βλαστοκυττάρων (Burke et al, 2016). Στις μη 
επεμβατικές μεθόδους συμπεριλαμβάνονται και μη φαρμακολογικές τεχνικές όπως η 
η χρήση βοηθημάτων για τη κίνηση, η ενασχόληση με τη yoga ή η φυσιοθεραπεία.  
 
2. Γήρανση, κυτταρική γήρανση και ηλικιο-σχετιζόμενες ασθένειες 
2.1 Γήρανση   
Η γήρανση (aging) είναι ένα πολύπλοκο φαινόμενο το οποίο χαρακτηρίζεται 
από δομικές αλλαγές και συνεχή λειτουργική επιδείνωση των ιστών και οργάνων με 
την πάροδο του χρόνου. Η θεωρία των ελευθέρων ριζών του Denham Harman είναι η 
ευρύτερα αποδεκτή θεωρία της αιτιολογίας γήρανση, σύμφωνα με την οποία το 
οξειδωτικό στρες οδηγεί σε σταδιακή καταστροφή και δυσλειτουργία των ιστών, 
γεγονός προωθεί τη γήρανση (Harman, 1956).  
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2.2 Κυτταρική γήρανση (cellural senescence) και γήρανση (aging) 
Τα περισσότερα κύτταρα δεν μπορούν να διαιρούνται αενάως λόγω της 
κυτταρικής γήρανσης (Black et al, 2000). Η κυτταρική γήρανση είναι χαρακτηριστικό 
όλων των σωματικών κυττάρων με εξαίρεση τα καρκινικά κύτταρα και συγκεκριμένα 
βλαστοκύτταρα. Η κυτταρική γήρανση περιγράφηκε για πρώτη φορά σε in vitro 
καλλιέργειες, όταν μία ερευνητική ομάδα παρατήρησε ότι ανθρώπινοι ινοβλάστες 
σταμάτησαν να διαιρούνται έπειτα από έναν πεπερασμένο αριθμό διαιρέσεων, 
έχοντας μη αντιστρεπτή διακοπή του κύκλου στη φάση G1 (Hayflick and Moorhead, 
1961). Η διακοπή του κυτταρικού κύκλου έχει συσχετιστεί με γνωστές βιοχημικές 
αλλαγές, όπως η αυξημένη δραστικότητα της p53, αυξημένη έκφραση της 
p53/p21wafl/cip1 και της p16 και υποφωσφορυλίωση της pRb (Black et al, 2000). Τα 
γηρασμένα κύτταρα παραμένουν ζωντανά και μεταβολικά ενεργά παρά την 
ανικανότητα τους να πολλαπλασιαστούν (Matsumura et al, 1979). Επιπλέον, τα 
γηρασμένα κύτταρα μπορούν να αναγνωρισθούν πειραματικά από το διευρυμένο και 
πεπλατυσμένο σχήμα τους, όπως επίσης και την ύπαρξη δραστικότητας β-
γαλακτοσιδάσης.. 
Η κυτταρική γήρανση είναι ένας βασικός κυτταρικός μηχανισμός, ο οποίος 
θεωρείται ότι αναπτύχθηκε από τους οργανισμούς με σκοπό να αποτρέψει τον 
πολλαπλασιασμό κυττάρων με DNA που έχει υποστεί βλάβες και που πιθανώς να 
οδηγούσε σε ογκογόνες μεταλλάξεις. Θεωρείται δηλαδή η κυτταρική γήρανση ένας 
ισχυρός ογκοκατασταλτικός μηχανισμός. Ωστόσο η συσσώρευση των γηρασμένων 
κυττάρων με τη πάροδο του χρόνου (Dimri et al, 1995) πιστεύεται ότι συνεισφέρει 
στην γήρανση του οργανισμού και στην εμφάνιση ηλικιο-σχετιζόμενων ασθενειών 
(Campisi, 1997).  
Η κυτταρική γήρανση μπορεί να διακριθεί σε δύο κατηγορίες: την 
αναδιπλασιαστική κυτταρική γήρανση και την επαγόμενη από το στρες κυτταρική 
γήρανση (SIPS). Η αναδιπλασιαστική κυτταρική γήρανση επέρχεται αυθόρμητα 
έπειτα από συγκεκριμένο αριθμό των διαιρέσεων των κυττάρων. Ο αριθμός 
διαιρέσεων ελέγχεται από το μήκος των τελομερών τα οποία βραχύνονται, μία 
αναπόφευκτη συνέπεια του διπλασιασμού του γονιδιώματος (Bodnar et al, 1998). 
Όταν το μήκος των τελομερών φτάσει σε ένα κρίσιμο όριο επέρχεται η 
αναδιπλασιαστική γήρανση που δεν επιτρέπει τη περαιτέρω διαίρεση των κυττάρων.  
Η κυτταρική γήρανση μπορεί να επιταχυνθεί από διάφορα στρεσογόνα 
ερεθίσματα όπως η ενεργοποίηση ογκογονιδίων, διάφορες βλάβες στο DNA, 
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κυτταροτοξικά φάρμακα και το οξειδωτικό στρες (Chen et al, 1995). Αυτός ο τύπος 
γήρανσης είναι γνωστός ως SIPS. Η SIPS είναι ανεξάρτητη από τη κατάσταση των 
τελομερών αλλά μοιράζεται πολλά μοριακά και λειτουργικά χαρακτηριστικά με την 
αναδιπλασιαστική γήρανση. 
 
 
3. Καβεολίνη   
3.1 Μεμβράνες οργανιδίων και κυτταρική μεμβράνη 
Οι μεμβράνες σχηματίζουν ειδικευμένες δομές οι οποίες καθορίζουν, 
διαχωρίζουν και  επιτρέπουν την επικοινωνία των κυττάρων και των κυτταρικών 
οργανιδίων. Επίσης λαμβάνουν και μεταδίδουν σήματα τα οποία ελέγχουν τη 
κυτταρική συμπεριφορά (Escribá and Nicolson, 2014). Η λειτουργία των μεμβρανών 
εξαρτάται τόσο από τις πρωτεΐνες τις οποίες περιέχει όσο και από τη λιπιδική 
σύνθεση της καθώς και τις δομές που σχηματίζουν οι λιποπρωτεΐνες της. Αυτά τα 
χαρακτηριστικά των μεμβρανών επηρεάζουν και ορίζουν τις ειδικές λειτουργίες που 
εκτελούν τα διάφορα κύτταρα (Escribá and Nicolson, 2014). Μεταβολές στη δομή 
της μεμβράνης ενός κυττάρου μπορεί να οδηγήσουν σε διάφορες παθολογικές 
καταστάσεις. 
Οι κυτταρικές μεμβράνες μπορούν σχηματίσουν διαφορετικά είδη 
υπομεμβρανικών δομών όπως οι στεγανοί σύνδεσμοι και χασμοσύνδεσμοι, τα 
ελασματοπόδια και φιλοπόδια αλλά και τα μικροσπήλαια (caveolae).  Αυτές οι δομές 
είναι υπεύθυνες για την κυτταρική προσκόλληση, την επικοινωνία, την ενδοκύτωση 
και εξωκύτωση. Αποτελούνται από ειδικές πρωτεΐνες όπως οι ιντεγκρίνες και οι 
καδερίνες και οι καβεολίνες.  
 
3.2 Μικροσπήλαια (Caveolae)     
Τα μικροσπήλαια είναι μικρές εγκολπώσεις της κυτταρικής μεμβράνης 
μεγέθους 50-100 nm σε σχήμα βολβού και είναι πιο άφθονα σε πλήρως 
διαφοροποιημένα κύτταρα όπως τα ενδοθηλιακά, τα λεία μυϊκά και τα λιποκύτταρα. 
Μπορούν να βρεθούν ως μεμονωμένες εγκολπώσεις ή ως συμπλέγματα ύστερα από 
σύντηξη μεμονωμένων μηκροσπηλαίων (Kurzchalia et al, 1992).  
Οι καβεολίνες αποτελούν τις βασικές δομικές πρωτεΐνες  των μηκροσπηλαίων 
(εικόνα 5). Υπάρχουν 3 ισομορφές της καβεολίνης, οι οποίες συναντώνται σε 
διαφορετικούς ιστούς. Η καβεολίνη-1 (CAV-1) εκφράζεται σε πολλούς κυτταρικούς 
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τύπους, εξαιρουμένων των γραμμωτών μυών, και είναι σημαντική για τη βιογένεση 
των μικροσπηλαίων (Rothberg et al, 1992). Η καβεολίνη-3 (CAV-3) είναι μία 
ισομορφή εξειδικευμένη για τους γραμμωτούς μύες (Way and Parton, 1995), (Tang et 
al, 1996). Η καβεολίνη-2 (CAV-2) έχει ίδιο μοτίβο έκφρασης με την καβεολίνη-1 
αλλά φαίνεται να μην παίρνει μέρος στο σχηματισμό των μικροσπηλαίων (Scherer et 
al, 1996). Τέσσερις ακόμη πρωτεΐνες αναγνωρίστηκαν ως επιπλέον δομικά συστατικά 
των μικροσπηλαίων (Vinten et al, 2001). Αυτές είναι η καβίνη-1 (μεταγραφικός 
παράγοντας απελευθέρωσης πολυμεράσης, PTRF) (Dávalos et al, 2010), η καβίνη-2 
(πρωτεΐνη απόκρισης σε καταστάσεις στέρησης ορού, SDPR), η καβίνη-3 (srd-
σχετιζόμενη πρωτεΐνη η οποία προσδένεται στη κινάση-c, SRBC) (McMahon et al, 
2009) και η καβίνη-4 (ειδική για τους λείους μυϊκούς ιστούς, MURC) (Bastiani et al, 
2009). Οι καβίνες σχηματίζουν έτερο-ολιγομερή τα οποία είναι πολύ σημαντικά για 
την αρχιτεκτονική και τη λειτουργία των μικροσπηλαίων (Hayer et al, 2010), (Liu and 
Pilch, 2008). Εκτός από τις δομικές αυτές πρωτεΐνες των μικροσπηλαίων  και άλλες 
πρωτεΐνες εμφανίζονται στη λιπιδική διπλοστοιβάδα. Αυτές συμμετέχουν στις 
λειτουργίες των μικροσπηλαίων και περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων τον EGFR, τον 
PDGFR και GPI-αγκυροβολημένες πρωτεΐνες.  
 
Εικόνα 5: Δομικά συστατικά των καβεολάε (Sowa, 2012) 
 
Δεν είναι γνωστή ακόμη πλήρως η λειτουργία των μικροσπηλαίων. Το 
συμπέρασμα από τις διάφορες μελέτες είναι ότι ενδοθηλιακά κύτταρα, μυοκύτταρα 
και λιποκύτταρα χωρίς μικροσπήλαια είναι ελαττωματικά. Οι βασικές λειτουργίες 
στις οποίες συμμετέχουν είναι η μεταφορά χοληστερόλης (Fielding PE and Fielding 
CJ, 1995), η ενδοκύτωση (Schnitzer et al, 1995), η ρύθμιση του ασβεστίου και η 
μεταβίβαση σημάτων (Allen et al, 2007).  
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3.3 Καβεολίνη -1   
Η καβεολίνη-1 πρωτοαναγνωρίστηκε το 1989 (τότε γνωστή ως VIP21) ως μία 
πρωτεΐνη με φωσφορυλιωμένη τυροσίνη σε μετασχηματισμένα κύτταρα ασθενών 
προσβεβλημένων από τον ιό RSV (Rous sarcoma virus) (Glenney, 1989).  
Η καβεολίνη-1 συναντάται σε 2 ισομορφές, τις Cav-1a και Cav-1b. Η Cav-1a 
αποτελείται από 178 αμινοξέα και έχει βάρος 24 kDa ενώ η Cav-1b αποτελείται από 
148 αμινοξέα και έχει βάρος 21 kDa. Η Cav-1a έχει χαρακτηριστεί καλύτερα από 
άποψη λειτουργίας. Η καβεολίνη-1 είναι μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη της οποίας το 
καρβοξυτελικό και το αμινοτελικό άκρο βρίσκονται στην κυτταροπλασματική πλευρά 
και χωρίζονται από ένα υδρόφοβο τμήμα (αμινοξέα 102-134) (εικόνα 6) (Glenney and 
Soppet, 1992). Η καβεολίνη-1 έχει 2 βασικές λειτουργικές περιοχές. Η πρώτη είναι η 
θέση φωσφορυλίωσης στη τυροσίνη-14. Η φωσφορυλίωση γίνεται από την Src-
κινάση, την Fyn, την Yes και την c-Abl (Li et al, 1996). Η καβεολίνη-1 μπορεί επίσης 
να φωσφορυλιωθεί στην τυροσίνη-80 κάτι που μπορεί να επηρεάσει τη μετακίνηση 
και συσσώρευση της χοληστερόλης. Η δεύτερη βασική λειτουργική περιοχή της 
καβεολίνης-1 είναι η περιοχή που είναι υπεύθυνη για τον ολιγομερισμό της (αμινοξέα 
61-101) και ρυθμίζει τον πολυμερισμό με 14-16 ξεχωριστές καβεολίνες. Έτσι η 
καβεολίνη συνθέτει υψηλού μοριακού βάρους πολυμερή που φτάνουν τα 400 kDa 
(Monier et al, 1995), (Couet et al, 1997). Σε αυτό το σημείο βρίσκεται επίσης και η 
περιοχή που δρα ως ικρίωμα για τη σύνδεση με άλλα μόρια (αμινοξέα 82-101). Η 
περιοχή αυτή (CSD-caveolin scaffolding domain) είναι υπεύθυνη για τη σύνδεση της 
καβεολίνης με μία πληθώρα σηματοδοτικών μορίων τα οποία φέρουν την αντίστοιχη 
περιοχή σύνδεσης στην ακολουθία τους (CBD, caveolin binding domain: 
ΦXΦXXXXΦ, ΦXXXXΦXXΦ ή ΦXΦXXXXΦXXΦ όπου το Φ είναι ένα 
αρωματικό αμινοξύ και το Χ οποιοδήποτε αμινοξύ) (Couet et al, 1997), 
(Jagannadham et al, 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6: Δομή της καβεολίνης  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 04:57:40 EEST - 137.108.70.6
23 
 
3.3.2 Λειτουργία της καβεολίνης-1 
Η άμεση αλληλεπίδραση των σηματοδοτικών μορίων με τη καβεολίνη έχει ως 
αποτέλεσμα την εγκόλπωση του μέσα στη κυτταρική μεμβράνη των μικροσπηλαίων. 
Αυτές οι σηματοδοτικές πρωτεΐνες περιλαμβάνουν τις α-υπομονάδες G-πρωτεϊνών 
(Li et al, 1996), την H-Ras (Li et al, 1996), τη συνθάση του νιτρικού οξειδίου (NOS) 
(Feron et al, 1996), τον υποδοχέα επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGFR) (Couet 
et al, 1997), τις src-like Non-receptor Tyrosine Kinases (NRTK) (Li et al, 1996), την 
πρωτεϊνική κινάση C (PKC) και την πρωτεϊνική κινάση A (PKA) (Smart e tal, 
1994q). Η καβεολίνη εκτός της συμμετοχής της στη μοριακή σηματοδότηση παίρνει 
μέρος και σε άλλες σημαντικές λειτουργίες των μικροσπηλαίων όπως τον κυτταρικό 
μεταβολισμό, την ομοιόσταση της χοληστερόλης, την ενδοκύτωση, την 
ογκοκαταστολή αλλά και την ογκογένεση (Razani et al, 2000).  
Πειραματικά δεδομένα υποδεικνύουν ότι σημαντική είναι και η επίδραση της 
καβεολίνης-1 στην κυτταρική γήρανση. Δεδομένα πρόσφατων μελετών δείχνουν ότι η 
καβεολίνη-1 μπορεί να παίζει σημαντικό ρόλο στην διαδικασία κυτταρικής γήρανσης 
(cellural senescence). Δείχθηκε ότι σε καλλιεργούμενα NIH 3T3 κύτταρα, η έκφραση 
της  καβεολίνης-1 αυξάνονταν δραματικά όταν τα κύτταρα αναστείλουν τον 
πολλαπλασιασμό τους λόγω επαφής (confluent cells) (Galbiati et al, 1998). Επιπλέον 
δείχθηκε ότι υπερέκφραση της καβεολίνης-1 σε εμβρυικούς ινοβλάστες ποντικού 
(MEF) σταματά τον κυτταρικό κύκλο στη φάση G0/G1 μέσω του μονοπατιού 
p53/p21wafl/cip1 (Galbiati et al, 2001). Άλλες ερευνητικές ομάδες εντόπισαν 
υπερέκφραση της καβεολίνης-1 σε γηρασμένα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα (Park 
et al, 2005). 
Αρκετές αναφορές από μελέτες σε κυτταρικές καλλιέργειες και σε μοντέλα 
ζώων έδειξαν ότι η καβεολίνη-1 έχει ένα ρόλο κλειδί στην επαγόμενη από το στρες 
πρόωρη κυτταρική γήρανση (Stress induced premature senescence, SIPS). Υπο-
κυτταροτοξικά επίπεδα υπεροξείδιου του υδρογόνου (H2O2) αυξάνουν την έκφραση 
της καβεολίνης-1 και επάγουν κυτταρική γήρανση σε NIH 3T3 κύτταρα (Volonte et 
al, 2002). Η κερσετίνη και η βιταμίνη-Ε, δύο αντιοξειδωτικοί παράγοντες, εμποδίζουν 
την πρόωρη κυτταρική γήρανση και την αύξηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 που 
προκαλείται από το οξειδωτικό στρες (Volonte et al, 2002). Επιπλέον, η επαγόμενη 
κυτταρική γήρανση από το H2O2 αναστάλθηκε σε NIH 3T3 κύτταρα που είχαν 
μετασχηματιστεί με anti-sense καβεολίνη-1 και σε MEFs που προέρχονταν από 
μεταλλαγμένα ποντίκια τα οποία δεν εξέφραζαν καβεολίνη-1 (Volonte et al, 2002), 
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(Bartholomew et al, 2009). Η επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης είναι εφικτή εάν τα 
επίπεδα της καβεολίνης-1 επιστρέψουν σε φυσιολογικά επίπεδα (Volonte et al, 2002).  
Εκτός του υπεροξειδίου του υδρογόνου, η δράση και άλλων στρεσογόνων 
παραγόντων έχει σχετιστεί με τα επίπεδα έκφρασης της καβεολίνης-1.  Η βλεομυκίνη, 
ισχυρός κυτταροτοξικός παράγοντας, έχει δειχθεί ότι ρυθμίζει θετικά την έκφραση 
της καβεολίνης-1. Αρνητική ρύθμιση της καβεολίνης από siRNA αναστέλλει την 
επαγόμενη από τη βλεομυκίνη κυτταρική γήρανση σε ανθρώπινα 
αδενοκαρκινοματικά επιθηλιακά κύτταρα πνεύμονα (Linge et al, 2007).  
Αρνητική ρύθμιση της καβεολίνης-1 με siRNA σε ανθρώπινους διπλοειδείς 
ινοβλάστες IMR-90 δεν ανέστειλε τη SIPS (Chrétien et al, 2008). Αυτά τα ευρήματα 
μπορούν να αποδοθούν στο ότι η καβεολίνη-1 εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα των 
IMR-90 σε αντίθεση με το φυσιολογικό εντοπισμό της στα καβεολάε στη κυτταρική 
μεμβράνη. Αυτές οι παρατηρήσεις ενισχύουν τη θεωρία ότι η καβεολίνη-1 πρέπει να 
βρίσκεται στη κυτταρική μεμβράνη για να επαχθεί η κυτταρική γήρανση μέσω 
σηματοδοτικών μορίων.  
Η καβεολίνη-1 παίζει σημαντικό ρόλο σε πολλές ηλικιο-σχετιζόμενες 
ασθένειες όπως το πνευμονικό εμφύσημα, η οστεοαρθρίτιδα και διάφορες 
μικροβιακές μολύνσεις. 
Έχει δειχθεί ότι η αύξηση του ποσοστού των γηρασμένων αρθρικών κυττάρων 
συμβάλει στα αυξημένα περιστατικά οστεοαρθρίτιδας. Η αυξημένη ηλικία, το 
καταβολικό στρες και το μεταβολικό στρες επάγουν τη παθογένεση οστεοαρθρίτιδας 
(Martin and Buckwalter, 2001). Η ιντερλευκίνη IL-1b και το υπεροξείδιο του 
υδρογόνου ρυθμίζουν θετικά το mRNA και τη πρωτεϊνική έκφραση του γονιδίου της 
καβεολίνης-1 και επάγουν πρόωρη κυτταρική γήρανση σε αρθρικά χονδροκύτταρα. 
Αρνητική ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου της καβεολίνης-1 με αντινοηματικά 
ολιγονουκλεοτίδια απέτρεψε την επαγωγή πρόωρης κυτταρικής γήρανσης από την 
ιντερλευκίνη IL-1b και το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Dai et al, 2006), 
υποδεικνύοντας ότι η καβεολίνη-1 έχει πιθανότατα πολύ σημαντικό ρόλο στη 
παθογένεση της οστεοαρθρίτιδας ρυθμίζοντας τη κυτταρική γήρανση των 
χονδροκυττάρων. 
 
3.3.3 Σηματοδοτικό μονοπάτι της καβεολίνης-1 
Μελέτες δείχνουν ότι η ρύθμιση της έκφρασης της καβεολίνης-1 σε 
γηρασμένα κύτταρα ελέγχεται από αρκετούς παράγοντες, μερικοί εκ των οποίων είναι 
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η p38 μιτογονο-ενεργοποιούμενη πρωτεϊνική κινάση (MAPK), ο Sp1, ο NF-kB, η 
φωσφατιδυλοχολιν-ειδική φωσφολιπάση C (PC-PLC) και η κυκλο-οξυγενάση-2. 
Πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι το οξειδωτικό στρες οδηγεί σε 
ενεργοποίηση της p38 MAPK, η οποία φαίνεται να διεγείρει την έκφραση της 
καβεολίνης-1 μέσω ενεργοποίησης του προαγωγέα του γονιδίου της καβεολίνης-1 
(Dasari et al, 2006). Η p38 είναι ο ρυθμιστής του μεταγραφικού παράγοντα Sp1. Ο 
Sp1 αυξάνει την έκφραση της τη καβεολίνης-1 ύστερα από επίδραση του οξειδωτικού 
στρες, καθώς προσδένεται σε GC-θέσεις της αλληλουχίας της καβεολίνης-1 (-224/-
222 και -124/-101) (Dasari et al, 2006). Αναστολή του p38 MAPK αναστέλλει την 
οξειδο-επαγόμενη Sp1-ρυθμιζόμενη αύξηση στην έκφραση της καβεολίνης-1 καθώς 
και την επακόλουθη επαγωγή πρόωρης κυτταρικής γήρανσης (Dasari et al, 2006).  
Επιπλέον μελέτες έχουν συνδέσει τον NF-kB με τη κυτταρική γήρανση και 
την δράση της καβεολίνης-1 (Gosselin and Abbadie, 2003). Η ιντρονική περιοχή της 
καβεολίνης-1 περιέχει πιθανές θέσεις σύνδεσης για τον NF-kB. Δεδομένα δείχνουν 
ότι η LPS ενεργοποίηση ενδοθηλιακών κυττάρων αυξάνει την έκφραση της 
καβεολίνης-1 με έναν NF-kB εξαρτώμενο τρόπο (Tiruppathi et al, 2008). Αφού το 
οξειδωτικό στρες είναι ενεργοποιητής του NF-kB, είναι πιθανό το οξειδωτικού στρες 
να οδηγεί σε κυτταρική γήρανση μέσω ενός NF-kB εξαρτώμενου μονοπατιού που 
επάγει την έκφραση της καβεολίνης-1. 
Ενδιαφέρον παρουσιάζουν μελέτες οι οποίες υποστηρίζουν ότι η έκφραση της 
καβεολίνης-1 και η ενεργότητα της PC-PLC αυξάνεται δραματικά κατά τη κυτταρική 
γήρανση σε στρωματικά κύτταρα του μυελού των οστών (Bone marrow stroma cells, 
BMSCs) (Sun et al, 2009). Αναστολή της ενεργότητας της PC-PLC από τον ειδικό 
αναστολέα D609 μειώνει την αυξημένη έκφραση της καβεολίνης-1 αλλά και τον 
αριθμό των γηρασμένων BMSCs, υποδεικνύοντας ότι η PC-PLC επάγει τη γήρανση 
των BMSCs πιθανότατα μέσω ενός μηχανισμού που εξαρτάται από την καβεολίνη-1 
(Sun et al, 2009).  
Επιπλέον προ-φλεγμονώδη γονίδια όπως το COX-2 έχουν προταθεί να 
διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της κυτταρικής γήρανσης. Έχει 
δειχθεί ότι ο NS-398, ειδικός αναστολέας του COX-2, αποτρέπει τη θετική ρύθμιση 
της έκφρασης της καβεολίνης-1 και την εμφάνιση κυτταρικής γήρανσης σε 
ανθρώπινους δερμικούς ινοβλάστες (Kim et al, 2011). 
Ανεξάρτητες έρευνες έδειξαν ότι η καβεολίνη-1 ρυθμίζει αρκετά διαφορετικά 
σηματοδοτικά μονοπάτια σε γηρασμένα κύτταρα, όπως το p53/p21wafl/cip1  μονοπάτι, 
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το μονοπάτι του υποδοχέα επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGFR), το μονοπάτι 
της  κινάσης εστιακής προσκόλλησης (FAK) και το μονοπάτι της Rho GTPάσης. 
Η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 καθίσταται ενεργή σε απόκριση σε 
στρεσογόνα σήματα και προωθεί είτε μία παροδική αναστολή του κυτταρικού 
κύκλου, είτε απόπτωση είτε κυτταρική γήρανση. Στους περισσότερους κυτταρικούς 
τύπους η ενεργοποίηση του p53 είναι θεμελιώδης για την επαγωγή κυτταρικής 
γήρανσης. Μοντέλα ποντικών με αυξημένη δραστικότητα p53 (gain of function p53) 
δείχνουν αυξημένη ογκοκατασταλτική ικανότητα  αλλά και μικρότερο προσδόκιμο 
ζωής με φαινότυπο πρόωρης γήρανσης (Maier et al, 2004). Η ενεργότητα της p53 
ρυθμίζεται από τη φωσφορυλίωσή της, από την αλληλεπίδραση της με άλλες 
πρωτεΐνες και από τη ρύθμιση της σταθερότητα της. Οι έρευνες για την εύρεση του 
μηχανισμού μέσω του οποίου η καβεολίνη-1 ρυθμίζει την ενεργότητα της p53 για την 
επαγωγή κυτταρικής γήρανσης εστιάζουν στα ρυθμιστικά μόρια της p53 όπως το 
Mdm2, τη ρεδουκτάση της θιερεδοξίνης 1 (Trx1) και το ATM (Ataxia tilengiaektasia 
mutated).  
Ο Mdm2  έχει δράση ειδικής λιγάσης του p53 που οδηγεί σε αποικοδόμηση 
του p53 μέσω του πρωτεασώματος (Kubbutat et al, 1997). Ο Mdm2 αναστέλλει 
επίσης τη μεταγραφική δράση του p53 εγκλωβίζοντας το έξω από τον πυρήνα 
(Momand et al, 1992). Έρευνες έδειξαν ότι ο Mdm2 έχει μία περιοχή σύνδεσης 
(αμινοξέα 48 έως 60) για τη καβεολίνη-1 (Bartholomew et al, 2009). Ύστερα από 
επίδραση με οξειδωτικό στρες, ο Mdm-2 συνδέεται με τη καβεολίνη-1 και 
απορροφάται μέσα στα μικροσπήλαια, ελαχιστοποιώντας την αλληλεπίδραση του με 
τη p53 (Bartholomew et al, 2009). Δεδομένα δείχνουν ότι η επαγόμενη από το 
οξειδωτικό στρες απορρόφηση του Mdm-2 στα μικροσπήλαια, μέσω της 
αλληλεπίδρασης του με την καβεολίνη-1, οδηγεί σε σταθεροποίηση της p53 και 
ενεργοποίηση του μονοπατιού p53/p21wafl/cip1 , το οποίο τελικά αναστέλλει τον 
κυτταρικό κύκλο  και επάγει την  κυτταρική γήρανση.  
Η εκτεταμένη παραγωγή ROS εξουδετερώνεται από τα αντιοξειδωτικά 
συστήματα των κυττάρων, συμπεριλαμβανομένου του συστήματος θιερεδοξίνης – 
ρεδουκτάσης θιερεδοξίνης (Trx1). Η ρεδουκτάση της θιερεδοξίνης είναι ένα 
σημαντικό αντιοξειδωτικό ένζυμο (Behne and Kyriakopoulos, 2001), το οποίο 
ελαττώνει τη ποσότητα της θιερεδοξίνης (Mustacich et al, 2000). Όπως ο Mdm2, έτσι 
και ο Trx1 έχει μια θέση σύνδεσης με το CSD (caveolin scaffolding domain). 
Δεδομένα δείχνουν ότι η καβεολίνη δρα ως ενδογενής αναστολέας του Trx1. Αυτό 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 04:57:40 EEST - 137.108.70.6
27 
 
ενισχύει τη θεωρία ότι η καβεολίνη-1 οδηγεί σε κυτταρική γήρανση μέσω ρύθμισης 
του μονοπατιού Trx1 αφού αναστολή της δράσης του Trx1 οδηγεί σε αυξημένα 
ποσοστά οξειδωτικών (θιερεδοξίνη), κάτι που μπορεί να οδηγήσει σε ενεργοποίηση 
της p53. 
Η ATM πρωτεϊνική κινάση είναι ένας μόριο-κλειδί του μονοπατιού p53 ως 
απόκριση σε γενοτοξικό στρες. Οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS) ενεργοποιούν 
την ATM (Chen et al, 2003). Το οξειδωτικό στρες προωθεί την ενεργοποίηση της 
ATM μέσω αυτοφωσφορυλίωση της στη σερίνη 1981 και διάσπασή της σε ενεργά 
μονομερή τα οποία φωσφορυλιώνουν και ενεργοποιούν διάφορα άλλα υποστρώματα, 
συμπεριλαμβανομένης της p53 (Bakkenist and Kastan, 2003). Δεδομένα έδειξαν ότι η 
καβεολίνη-1 δρα ως θετικός ρυθμιστής της ATM συνδεόμενη στον αναστολέα της 
(PP2A-C) και κατακρατώντας τον στις μεμβράνες των μικροσπηλαίων(Volonte and 
Galbiati, 2009).  
Επιπλέον σημαντική είναι και η ρύθμιση του σηματοδοτικού μονοπατιού του 
επιδερμικού αυξητικού παράγοντα EGF από τη καβεολίνη-1. Γηρασμένοι ανθρώπινοι 
ινοβλάστες εμφανίζουν ελαττωματική ανταπόκριση σε ερεθίσματα αυξητικών 
παραγόντων όπως ο επιδερμικός αυξητικός παράγοντας. Τα δεδομένα δείχνουν μία 
συσχέτιση μεταξύ της αυξημένης έκφρασης της καβεολίνης-1 και της μειωμένης 
φωσφορυλίωσης των ERK-1/2 ύστερα από διέγερση με EGF σε γηρασμένους 
ινοβλάστες (Park et al, 2000).  
Μελέτες έχουν επίσης δείξει ότι η καβεολίνη ενέχεται στη ρύθμιση της 
κινάσης εστιακής προσκόλλησης (Focal adhesion kinase, FAK) και των μικρών Rho 
GTPασών σε γηρασμένα κύτταρα. Θεωρείται ότι μορφολογικές αλλαγές (μεγάλο και 
επίπεδο σχήμα των γηρασμένων κυττάρων) συνεισφέρουν στην εμφάνιση της 
γήρανσης Οι Rho GTPάσες και τα σύμπλοκα που δημιουργούνται από τις FAK 
παίζουν ένα πολύ σημαντικό ρόλο στον προσδιορισμό τους σχήματος των κυττάρων. 
Η φωσφορυλίωση των FAK αυξάνεται σε γηρασμένους ανθρώπινους διπλοειδείς 
ινοβλάστες (HDFs). Μειωμένη έκφραση της καβεολίνης-1 σε HDFs οδηγεί σε 
μειωμένη φωσφορυλίωση των FAK (124), που συνάδει με τα δεδομένα άλλων 
ομάδων που δείχνουν ότι μειωμένη ενεργότητα των FAK συσχετίζεται με χαμηλή 
έκφραση καβεολίνης-1 (Teixeira et al, 1999). Ο σχηματισμός ινιδίων ακτίνης και 
εστιακής προσκόλλησης μειώθηκε σε γηρασμένα κύτταρα μέσω εισαγωγής σε αυτά 
siRNA για τη καβεολίνη-1 (Cho et al, 2004). Επιπλέον η Rac1 και η Cdc42, οι οποίες 
ανήκουν στην οικογένεια των Rho GTPασών, εντοπίζονται στις μεμβράνες των 
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μικροσπηλαίων και αλληλεπιδρούν με τη καβεολίνη-1 σε γηρασμένα HDFs. Τα 
γηρασμένα HDFs εμφανίζουν αυξημένη Rac1 και Cdc42 ενεργότητα GTPάσης, κάτι 
που υποδεικνύει ότι η καβεολίνη-1, μέσω ενεργοποίησης Rho GTPασών, μπορεί να 
συνεισφέρει στην αναδιαμόρφωση του κυτταροσκελετού. Αρνητική ρύθμιση της 
καβεολίνης-1 σε γηρασμένα HDFs επιφέρει μορφολογικές αναδιαμορφώσεις που 
οδηγούν το κύτταρο σε σχήμα παρόμοιο με νεαρού κυττάρου (Cho et al, 2004). Όλα 
τα προηγούμενα υποδεικνύουν ότι η καβεολίνη-1 αποτελεί έναν ρυθμιστή κλειδί των 
μορφολογικών αλλαγών που συμβαίνουν στα γηρασμένα κύτταρα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7: Η καβεολίνη ως βασικός ρυθμιστής της κυτταρικής γήρανσης (Zou et al, 
2011) 
 
 
 
4. Οξειδωτικό στρες  
Περίπου πριν από ένα αιώνα παρατηρήθηκε ότι ζώα με υψηλότερο 
μεταβολικό ρυθμό εμφάνιζαν συχνά μικρότερη διάρκεια ζωής. Αυτές οι παρατηρήσεις 
οδήγησαν στη διαμόρφωση της “θεωρίας του προσδόκιμου ζωής’’ σύμφωνα με την 
οποία ο μεταβολικός ρυθμός ενός είδους καθορίζει το προσδόκιμο ζωής του. Αρχικά 
ήταν άγνωστος ο σύνδεσμος μεταξύ μεταβολισμού και προσδόκιμου ζωής. Στα μέσα 
της δεκαετίας του 50 ο Denham Harman διατύπωσε την “θεωρία των ελεύθερων 
ριζών’’ (‘free radical theory’ of aging), εικάζοντας ότι οι ρίζες οξυγόνου που 
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παράγονται στα κύτταρα οδηγούν σε σωρευτικές βλάβες (Harman, 1956). Ενώ η 
θεωρία αρχικά δεν ήταν αποδεκτή στην επιστημονική κοινότητα, η ανακάλυψη της 
δισμουτάσης του υπεροξειδίου (SOD) μια δεκαετία αργότερα (McCord and 
Fridovich, 1969), ενός ενζύμου του οποίου η μοναδική λειτουργία ήταν η 
απομάκρυνση ιόντων υπεροξειδίου, παρείχε τη κατάλληλη στήριξη για τη θεωρία του 
Harman. Δεδομένου ότι τα μιτοχόνδρια παράγουν το μεγαλύτερο ποσοστό της 
ενέργειας που χρειάζεται ένα κύτταρο και αντιστοίχως καταναλώνουν το μεγαλύτερο 
ποσοστό οξυγόνου ενός κυττάρου οδηγώντας στη παραγωγή δραστικών μορφών 
οξυγόνου (Reactive oxygen species (ROS), η θεωρία προσδόκιμου ζωής και η θεωρία 
ελεύθερων ριζών συνδέθηκαν. Έτσι σύμφωνα με τις παραπάνω θεωρίες, αυξημένα 
επίπεδα μεταβολικών δραστηριοτήτων οδηγούν σε αυξημένα επίπεδα ελευθέρων 
ριζών και μικρότερη διάρκεια ζωής. Ωστόσο υπήρχαν και είδη τα οποία δεν 
εμφάνιζαν αυτή τη συσχέτιση. Κάποια είδη πουλιών και πρωτευόντων εμφανίζουν 
μεγαλύτερη διάρκεια ζωής από ότι θα προβλεπόταν με βάση τους μεταβολικούς τους 
ρυθμούς. Προσεκτική ανάλυση των επιπέδων των οξειδωτικών έδειξε ότι σε 
συγκεκριμένους μεταβολικούς ρυθμούς, τα μιτοχόνδρια παράγουν λιγότερα ROS (Ku 
et al, 1993). Αυτή η παρατήρηση υποδεικνύει ότι δεν είναι ο μεταβολικός ρυθμός 
υπεύθυνος για το προσδόκιμο ζωής, αλλά η παραγωγή ROS.  
Αρχικά σύμφωνα με τη θεωρία των ελευθέρων ριζών, είχε διατυπωθεί η 
άποψη ότι οι στόχοι των ROS ήταν τυχαίοι. Ωστόσο νέα στοιχεία από έρευνες έδειξαν 
ότι τα ROS μπορούν να δρουν και ως σηματοδοτικά μόρια σε φυσιολογικές αλλά και 
παθολογικές καταστάσεις. Αυτή η πιο περίπλοκη οπτική γωνία έδειξε τη 
σημαντικότητα των ROS στις βιολογικές διεργασίες. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 
8, η παραγωγή των ROS είναι σημαντική για τη διατήρηση της ομοιόστασης του 
οργανισμού. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι ότι η παραγωγή ROS από 
φαγοκύτταρα συνεισφέρει στην άμυνα του ξενιστή έτσι ώστε να καταπολεμηθεί η 
μόλυνση. Σε άλλο παράδειγμα, τα ROS του κυτταροπλάσματος που παράγονται ως 
απόκριση στους αυξητικούς παράγοντες εμπλέκονται στη ρύθμιση των αυξητικών 
διεργασιών (Finkel, 1998). 
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Εικόνα 8: Οι πηγές και η κυτταρική ανταπόκριση στα ROS (Finkel and Holbrook, 
2000) 
 
4.1 Αιτία και επίδραση 
Ως καταστάσεις οξειδωτικού στρες ορίζονται οι καταστάσεις όπου η 
παραγωγή των ελευθέρων ριζών υπερβαίνει την ικανότητα του οργανισμού να τις 
εξουδετερώσει, όταν δηλαδή εμφανίζεται ανισορροπία μεταξύ της παραγωγής 
οξειδωτικών και της αντιοξειδωτικής ικανότητας του οργανισμού (Sies, 1985). 
Διαταραχές σε αυτή την ισορροπία μπορεί να δημιουργήσουν τοξικά αποτελέσματα 
στον οργανισμό μέσω της αύξησης της συγκέντρωσης των ελευθέρων ριζών, οι 
οποίες κάνουν ζημιά σε όλα τα συστατικά του κυττάρου συμπεριλαμβανομένων των 
πρωτεϊνών, των λιπιδίων και του DNA. Το οξειδωτικό στρες εμπλέκεται στη 
παθογένεση και εξέλιξη πολλών νόσων. Μερικές από αυτές είναι ο καρκίνος, η 
αθηροσκλήρωση, η ρευματοειδής αρθρίτιδα, η νόσος Parkinson και η 
οστεοαρθρίτιδα, (Chaitanya et al, 2010) (εικόνα 9). 
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   Εικόνα 9: Η επιβλαβής δράση του οξειδωτικού στρες στην υγεία (Rahman et al, 
2012) 
 
 Οι δραστικές μορφές οξυγόνου μαζί με τις δραστικές μορφές αζώτου 
αποτελούν τα κύρια μόρια του μηχανισμού του οξειδωτικού στρες. 
Οι ROS αποτελούν μόρια τα οποία περιέχουν το άτομο του οξυγόνου και είναι 
ιδιαίτερα δραστικά λόγω της παρουσίας αζευγάρωτων ηλεκτρονίων. Τα ROS 
αποτελούν φυσικά παραπροϊόντα του μεταβολισμού. Σχηματίζονται στα μιτοχόνδρια 
και ως ενδιάμεσα μόρια στις ενζυμικές αερόβιες αντιδράσεις (πίνακας 1). Οι 
δραστικές μορφές οξυγόνου μπορούν να παραχθούν σε ποσότητες μεγαλύτερες του 
φυσιολογικού στα λευκά αιμοσφαίρια και σε κύτταρα εκτεθειμένα σε περιβαλλοντικό 
στρες (ιονίζουσα ακτινοβολία, ακτινοβολία UV, κάπνισμα, μόλυνση του αέρα) 
(εικόνα 9). Τα ROS εμπλέκονται σε ένα μεγάλο αριθμό κυτταρικών διεργασιών 
συμπεριλαμβανομένων του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της διαφοροποίησης, 
αμυντικών λειτουργιών καθώς και μηχανισμών επούλωσης πληγών. Οι διεργασίες 
αυτές επηρεάζονται από την ποσότητα και τη διάρκεια ζωής των ROS. Οι πιο κοινές 
μορφές ROS καθώς και η πηγή σύνθεσης τους αλλά και η ζημιά την οποία προκαλούν 
παρατίθενται στον πίνακα (Πίνακας 1).  
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Πίνακας 1: Οι πιο κύριοι τύποι ROS, η πηγή τους και η ζημιά που προκαλούν 
(Rahman et al, 2012) 
 
ROS και ΟΑ 
Το οξειδωτικό στρες επιταχύνει τις διαδικασίες της γήρανσης και αποδόμησης 
του χόνδρινου ιστού. Τα κυριότερα RO/NS που εμπλέκονται στην εμφάνιση και 
εξέλιξη της οστεοαρθρίτιδας είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) και το 
ONOO- τα οποία προέρχονται από τη μιτοχονδριακή NADPH-δευδρογονάση και τη 
NO συνθάση αντίστοιχα (Henrotin et al, 2005). Στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα 
διάφορα ερεθίσματα ενεργοποιούν ειδικούς υποδοχείς κυτοκινών καθώς και τους 
TLR, γεγονός που οδηγεί σε υπερπαραγωγή αυτών των ROS που επιδεινώνουν τη 
αποδόμηση του αρθρικού χόνδρου (Liu-Bryan and Terkeltaub, 2015). Αυτό συμβαίνει 
λόγω των ιδιοτήτων των ROS i) να επάγουν μεταβολές σε διάφορα ενδοκυτταρικά 
και εξωκυτταρικά συστατικά (συμπεριλαμβανομένων και μεταγραφικών 
παραγόντων), στα φωσφολιπίδια των μεμβρανών και στα νουκλεικά οξέα, ii) να 
συμμετέχουν σε διάφορα στάδια των φλεγμονωδών αντιδράσεων (ενεργοποίηση NF-
kB) (Marcu, 2010) και iii) να προκαλούν τελομερική αστάθεια (επάγοντας γηρασμένο 
φαινότυπο στα χονδροκύτταρα) (Morita et al, 2007). Επίσης iv) αναστέλλουν τη 
σύνθεση γλυκοζαμινογλυκάνης και κολλαγόνου και v) ενεργοποιούν διάφορες 
μεταλλοπρωτεινάσες και αγρεκανάσες που προωθούν τη κατάρρευση του αρθρικού 
χόνδρου (Alcaraz et al, 2010). Τα προϊόντα της αποδόμησης του αρθρικού χόνδρου 
μπορούν να επάγουν περεταίρω τη φλεγμονή και την παραγωγή ROS ενεργοποιώντας 
τη μιτοχονδριακή NADPH οξειδάση και επάγοντας την έκφραση της συνθάσης του 
νιτρικού οξειδίου (eNOS) ωθώντας την αποδόμηση του αρθρικού χόνδρου. 
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Σκοπός Εργασίας 
Δεδομένου του ρόλου του οξειδωτικού στρες στην παθογένεια της ΟΑ αλλά 
και των πρόσφατων δεδομένων που εμπλέκουν την καβεολίνη-1 στην απόκριση των 
κυττάρων στο οξειδωτικό στρες , σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να αναλυθεί η 
επίδραση του εξωγενούς  στρες στη λειτουργία της καβεολίνης-1 σε χονδροκύτταρα.  
Για το σκοπό αυτό χονδροκύτταρα ασθενών με ΟΑ και υγιών δοτών 
υποβλήθηκαν σε εξωγενές οξειδωτικό στρες, κυτταροτοξικό στρες και υπο-ωσμωτικό 
στρες προκειμένου να γίνει: 
 
 Μελέτη της απόκρισης των φυσιολογικών και ΟΑ χονδροκυττάρων στην 
πρόκληση βλαβών (διπλών θραύσεων) στο DNA έπειτα από επίδραση 
κυτταροτοξικού στρες 
 
 Ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνικών  επιπέδων της καβεολίνης-1 σε 
φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα ύστερα από την  επίδραση 
του στρες 
 
 Μελέτη κυτταρικού εντοπισμού της της καβεολίνης-1 σε φυσιολογικά και 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα έπειτα από την  επίδραση του στρες με τη 
χρήση κατάλληλων αντισωμάτων και μικροσκοπίου φθορισμού.  
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Β. Υλικά και Μέθοδοι 
 
Β.1 Ασθενείς και αρθρικά δείγματα 
Για τη διεκπεραίωση της εργασίας καλλιεργήθηκαν χονδροκύτταρα που 
απομονώθηκαν από οστεοαρθρικούς χόνδρους ατόμων, τα οποία είχαν υποβληθεί σε 
ολική αρθροπλαστική γόνατος ή ισχίου στην Ορθοπεδική κλινική του 
Πανεπιστημιακού Περιφερειακού Νοσοκομείου Λάρισας. Συνολικά 
χρησιμοποιήθηκαν 3 δείγματα ασθενών. 
Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη απομονώθηκαν από περιοχές 
του χόνδρου που παρουσίαζαν μεγάλου βαθμού αλλοιώσεις, δηλαδή εμφάνιζαν 
προχωρημένο στάδιο ΟΑ. Τα μακροσκοπικά ευρήματα των δειγμάτων αξιολογήθηκαν 
με ιστολογικές μελέτες σε τομές 5 μm του χόνδρου και βαθμολογήθηκαν με βάση τη 
διαβάθμιση Mankin (Mankin et al, 1971). Τα δείγματα με προχωρημένη OA 
λαμβάνουν 10-14 βαθμό Mankin. 
Ως δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν χονδροκύτταρα που προέρχονταν από 
δύο φυσιολογικούς χόνδρους ατόμων, τα οποία είχαν υποστεί χειρουργική επέμβαση 
λόγω κατάγματος και δεν παρουσίαζαν κάποιο ιστορικό για παθήσεις των οστών. Τα 
φυσιολογικά δείγματα λαμβάνουν 0 βαθμό Mankin. 
Πριν οι ασθενείς υποβληθούν σε ολική αρθροπλαστική, έγινε ακτινογραφικός 
έλεγχος και οι ακτινογραφίες ελέγχθηκαν με βάση το σύστημα Kellgren-Lawrence 
(Kellgren and Lawrence, 1957). Ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα και άλλα 
αυτοάνοσα νοσήματα όπως χονδροδυσπλασία, μολυσματική ΟΑ και μετα-τραυματική 
ΟΑ αποκλείστηκαν από τη μελέτη. 
 
Β.2 Καλλιέργειες χονδροκυττάρων 
Β.2.1 Συνθήκες καλλιέργειας των χονδροκυττάρων 
Τα χονδροκύτταρα μετά την απομόνωση τους από τους ιστούς των ασθενών 
διατηρούνται στους -150  οC. Η καλλιέργεια τους πραγματοποιήθηκε σε φλάσκες των 
15 cm3, χρησιμοποιώντας κατάλληλο θρεπτικό μέσο. Η ανάπτυξη τους έγινε σε 
επωαστικό κλίβανο (Heraus Instrumanets), όπου επικρατούσαν κατάλληλες συνθήκες 
για την ανάπτυξη τους, όπως σταθερή θερμοκρασία στους 37 οC, κατάλληλες 
συνθήκες υγρασίας και εμπλουτισμένη ατμόσφαιρα με 5% CO2. Η καλλιέργεια 
πραγματοποιήθηκε σε ειδικό στείρο χώρο και όλοι οι χειρισμοί των κυττάρων έγιναν 
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μέσα σε εστία κάθετης νηματικής ροής προς αποφυγή εξωτερικών μολύνσεων. Η 
παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης (Axiovert S100, 
Zeiss).   
 
Β.2.2 Υλικά κυτταρικής καλλιέργειας 
 Θρεπτικό μέσο 
Για την καλλιέργεια των χονδροκυττάρων χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό υλικό 
Dulbeco’s modified Eagle’s medium / Ham’s F-12 (DMEM/F-12, GIBCO BRL, UK). 
Στο θρεπτικό υλικό πριν τη χρήση του προστίθεται ορός εμβρύου βοός (Fetal Bovine 
Serum, FBS, Gibco) σε αναλογία 10% του όγκου του θρεπτικού DMEM, ο οποίος 
παρέχει παράγοντες που συμβάλλουν στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, καθώς και 
αντιβιοτικά πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη (penicillin-streptomycin, P/S) σε αναλογία 
1% του όγκου του θρεπτικού DMEM. Δηλαδή σε 500ml θρεπτικού υλικού, 
προστίθεται 50ml FBS και 5ml P/S. Το DMEM/5% FBS διατηρείται στους 4 oC. 
 Διάλυμα Hank’s Balanced Solution (PBS, Gibco) 
Οι εκπλύσεις των κυττάρων έγιναν με το ρυθμιστικό διάλυμα PBS χωρίς 
CaCl2 και MgCl2. Ρόλος του διαλύματος είναι η σταθεροποίηση του pH της 
καλλιέργειας. Το PBS διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. 
 Θρυψίνη 
Η θρυψίνη χρησιμοποιήθηκε για την αποκόλληση των κυττάρων από την 
φλάσκα. Διατηρείται στους 4oC. 
 
B.2.3. Πρωτόκολλο καλλιέργειας χονδροκυττάρων 
Τα χονδροκύτταρα έχουν την ικανότητα να προσκολλώνται στην επιφάνεια 
των μέσων που καλλιεργούνται γι’ αυτό και χρησιμοποιείται θρυψίνη για την 
αποκόλληση τους. Η διαδικασία απόψυξης και η μετέπειτα μεταφορά τους στις 
φλάσκες για την καλλιέργεια τους περιλαμβάνει: 
 Προσθήκη 2 ml θρεπτικού υλικού σε πλαστικό σωληνάριο των 15 ml (falcon). 
 Μεταφορά του φιαλιδίου που περιέχει τα παγωμένα κύτταρα στο υδατόλουτρο 
(37oC) για λίγα δευτερόλεπτα. 
 Μεταφορά του περιεχόμενου του φιαλιδίου στο πλαστικό σωληνάριο 
 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 
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 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος των κυττάρων 
σε 5 ml PBS. 
 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος σε 2 ml 
θρεπτικού υλικού 
 Μεταφορά των κυττάρων σε φλάσκα των 15 cm3 και προσθήκη 3 ml θρεπτικού 
υλικού 
 Επώαση των κυττάρων στον κλίβανο (37 oC, 5% CO2) 
Τα κύτταρα μετά την ανάπτυξη τους και την πλήρης κάλυψη της επιφάνειας 
της φλάσκας διαιρούνταν σε δύο νέες φλάσκες των 15 cm3 και συνεχιζόταν η 
καλλιέργεια τους. Η διαδικασία ήταν η εξής: 
 Απομάκρυνση θρεπτικού υλικού από τη φλάσκα 
 Ξέπλυμα των κυττάρων με 5 ml PBS (δύο φορές) 
 Προσθήκη 1 ml θρυψίνης και επώαση για 2-3 λεπτά στον κλίβανο  
 Αποκόλληση των κυττάρων και προσθήκη 5 ml θρεπτικού στη φλάσκα για να 
σταματήσει η δράση της θρυψίνης 
 Μεταφορά του περιεχόμενου της φλάσκας σε πλαστικό σωληνάριο 
 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος των 
κυττάρων σε 5 ml PBS 
 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος των 
κυττάρων σε 4ml θρεπτικού υλικού 
 Μεταφορά 2ml θρεπτικού υλικού σε κάθε νέα φλάσκα και προσθήκη 3 ml 
θρεπτικού υλικού 
 Επώαση των κυττάρων στον κλίβανο (37 oC, 5% CO2) 
Τα χονδροκύτταρα χρησιμοποιήθηκαν τόσο για την απομόνωση RNA όσο και για την 
απομόνωση πρωτεΐνης. 
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Β.3 Επίδραση με οξειδωτικό, κυτταροτοξικό και υπο-ωσμωτικό στρες σε 6-well 
plates 
 
Β.3.1 Βασικές αρχές 
Μετά τη πλήρη κάλυψη μίας φλάσκας τα κύτταρα διαιρούνται σε ένα 6-well 
plate (έξι πηγαδάκια) με τον ίδιο τρόπο που θα διαιρούνταν σε δύο νέες φλάσκες. Η 
διαδικασία της καλλιέργειας των κυττάρων συνεχίζεται με τον ίδιο ρυθμό. Το 
πλεονέκτημα της διαδικασίας αυτής είναι ότι μπορούμε να επιδράσουμε σε κύτταρα 
που προέρχονται από την ίδια καλλιέργεια με διαφορετικές ουσίες ή κάτω από 
διαφορετικές συνθήκες (διαφορετική συγκέντρωση ή διαφορετικός χρόνος επώασης).  
 
Β.3.2 Επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου για απομόνωση πρωτεϊνών 
Η διαδικασία μπορεί να ξεκινήσει όταν τα κύτταρα έχουν καλύψει το 90% της 
επιφάνειας από τα πηγαδάκια. Στο συγκεκριμένο πείραμα έγινε επίδραση με H2O2 
ίδιας συγκέντρωσης (200 μΜ) για 1 ώρα σε όλα τα πηγαδάκια. Η διαφορά των 
επωάσεων στα διαφορετικά πηγαδάκια έγκειται στον χρόνο αναμονής μέχρι να 
ξεκινήσει η διαδικασία αποκόλλησης των κυττάρων  δηλαδή στον χρόνο που είχαν τα 
κύτταρα να ανακάμψουν ύστερα από την επίδραση με το H2O2. Οι χρόνοι που 
αφήσαμε τα κύτταρα ήταν: 1 ώρα, 3 ώρες, 6 ώρες, 24 ώρες και 48 ώρες. 
Για τη διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν τα εξής υλικά: 
 Θρεπτικό υλικό DMEM/5% FBS 
 Διάλυμα Hank’s Balanced Solution (PBS, Gibco) 
 Θρυψίνη 
 6-well plate 
 Υπεροξείδιο του υδρογόνου (9.8 M, Sigma Aldrich) 
Η διαδικασία ήταν η εξής: 
 Διαχωρισμός μίας πλήρως καλυμμένης φλάσκας σε 6-well plate 
 Συνεχεία καλλιέργειας των κυττάρων στο 6-well plate 
 Όταν καλύφθηκε το 90% της επιφάνειας του κάθε πηγαδιού ξεκίνησε η 
διαδικασία επώασης σε H2O2 
 Δημιουργία διαλύματος θρεπτικού με H2O2 (200 μM). 
 Απομάκρυνση θρεπτικού από τα 6-well plate 
 Ξέπλυμα με PBS 
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 Προσθήκη 2 ml θρεπτικού με H2O2 σε κάθε πηγαδάκι εκτός του πρώτου (no 
treat) 
 Επώαση για 1 ώρα στον κλίβανο 
 Με το πέρας της μίας ώρας, απομάκρυνση του θρεπτικού 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Προσθήκη 2 ml θρεπτικού σε κάθε πηγαδάκι 
 Σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα απομάκρυνση του θρεπτικού και 
αποκόλληση των κυττάρων. Τα χρονικά διαστήματα ήταν 1 ώρα, 3 ώρες, 6 
ώρες, 24 ώρες και 48 ώρες.  
 
Β.3.3 Επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου για παρατήρηση σε μικροσκόπιο 
φθορισμού 
Η διαδικασία είναι παρόμοια με τη προηγούμενη με τη διαφορά ότι σε κάθε πηγαδάκι 
τοποθετείται μία καλυπτρίδα και τα κύτταρα επωάζονται πάνω σε αυτή. 
Για τη διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν τα εξής υλικά: 
 Θρεπτικό υλικό DMEM/5% FBS 
 Διάλυμα Hank’s Balanced Solution (PBS, Gibco) 
 6-well plate 
 Υπεροξείδιο του υδρογόνου (9.8 M, Sigma Aldrich) 
 Φορμαλδεΰδη (3.7%) 
 Καλυπτρίδες μικροσκοπίου  
Η διαδικασία ήταν η εξής: 
 Διαχωρισμός μίας πλήρως καλυμμένης φλάσκας σε 6-well plate (αφού πρώτα 
έχει τοποθετηθεί σε κάθε πηγαδάκι μία καλυπτρίδα 
 Συνεχεία καλλιέργειας των κυττάρων στο 6-well plate 
 Όταν καλύφθηκε το 70% της επιφάνειας του κάθε πηγαδιού ξεκίνησε η 
διαδικασία επώασης σε H2O2 
 Δημιουργία διαλύματος θρεπτικού με H2O2 (200 μM). 
 Απομάκρυνση θρεπτικού από τα 6-well plate 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Προσθήκη 2 ml θρεπτικού με H2O2 σε κάθε πηγαδάκι εκτός του πρώτου (no 
treat) 
 Επώαση για 1 ώρα στον κλίβανο 
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 Με το πέρας της μίας ώρας, απομάκρυνση του θρεπτικού 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Προσθήκη 2 ml θρεπτικού σε κάθε πηγαδάκι 
 Σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα απομάκρυνση του θρεπτικού. Τα χρονικά 
διαστήματα ήταν 1 ώρα, 3 ώρες, 6 ώρες, 24 ώρες και 48 ώρες. 
Με το πέρας των χρονικών διαστημάτων γινόταν μονιμοποίηση των κυττάρων στη 
κάθε καλυπτρίδα. Η διαδικασία ήταν η εξής: 
 Απομάκρυνση του θρεπτικού 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Προσθήκη 250 μl φορμαλδεΰδης (3.7%) στην καλυπτρίδα σε  θερμοκρασία 
δωματίου 
 Επώαση για 20 λεπτά 
 Απομάκρυνση της φορμαλδεΰδης 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Τοποθέτηση των καλυπτρίδων στους -20ο C 
 
Β.3.4 Επίδραση με βλεομυκίνη για απομόνωση πρωτεϊνών 
Η διαδικασία μπορεί να ξεκινήσει όταν τα κύτταρα έχουν καλύψει το 90% της 
επιφάνειας από τα πηγαδάκια. Στο συγκεκριμένο πείραμα έγινε επίδραση με 
βλεομυκίνη ίδιας συγκέντρωσης (0.2 U/ml) για διαφορετικά χρονικά διαστήματα. Οι 
χρόνοι που αφήσαμε τα κύτταρα ήταν: 6 ώρες και 12 ώρες. 
Για τη διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν τα εξής υλικά: 
 Θρεπτικό υλικό DMEM/5% FBS 
 Διάλυμα Hank’s Balanced Solution (PBS, Gibco) 
 Θρυψίνη 
 6-well plate 
 Βλεομυκίνη 
Η διαδικασία ήταν η εξής: 
 Διαχωρισμός μίας πλήρως καλυμμένης φλάσκας σε 6-well plate 
(χρειαστήκαμε μόνο τα πρώτα 3 πηγαδάκια 
 Συνεχεία καλλιέργειας των κυττάρων στο 6-well plate 
 Όταν καλύφθηκε το 90% της επιφάνειας του κάθε πηγαδιού ξεκίνησε η 
διαδικασία επώασης σε βλεομυκίνη 
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 Δημιουργία διαλύματος θρεπτικού με βλεομυκίνη (0.2 U/ml). 
 Απομάκρυνση θρεπτικού από τα 6-well plate 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Προσθήκη 2 ml θρεπτικού με βλεομυκίνη σε κάθε πηγαδάκι εκτός του 
πρώτου (no treat) 
 Επώαση για 6 και 12 ώρες στον κλίβανο 
 Με το πέρας της ώρας, απομάκρυνση του θρεπτικού 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Αποκόλληση των κυττάρων με θρυψίνη 
 
Β.3.5 Επίδραση με βλεομυκίνη για παρατήρηση σε μικροσκόπιο φθορισμού 
Η διαδικασία είναι παρόμοια με τη προηγούμενη με τη διαφορά ότι σε κάθε πηγαδάκι 
τοποθετείται μία καλυπτρίδα και τα κύτταρα επωάζονται πάνω σε αυτή. 
Για τη διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν τα εξής υλικά: 
 Θρεπτικό υλικό DMEM/5% FBS 
 Διάλυμα Hank’s Balanced Solution (PBS, Gibco) 
 6-well plate 
 Βλεομυκίνη 
 Φορμαλδεΰδη (3.7%) 
 Καλυπτρίδες μικροσκοπίου 
Η διαδικασία ήταν η εξής: 
 Διαχωρισμός μίας πλήρως καλυμμένης φλάσκας σε 6-well plate (αφού πρώτα 
έχει τοποθετηθεί σε κάθε πηγαδάκι μία καλυπτρίδα). Χρησιμοποιήσαμε μόνο 
τα πρώτα 3 πηγαδάκια 
 Συνεχεία καλλιέργειας των κυττάρων στο 6-well plate 
 Όταν καλύφθηκε το 70% της επιφάνειας του κάθε πηγαδιού ξεκίνησε η 
διαδικασία επώασης σε βλεομυκίνη 
 Δημιουργία διαλύματος θρεπτικού με βλεομυκίνη (0.2 U/ml). 
 Απομάκρυνση θρεπτικού από τα 6-well plate 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Προσθήκη 2 ml θρεπτικού με βλεομυκίνη σε κάθε πηγαδάκι εκτός του 
πρώτου (no treat) 
 Επώαση για 6 και 12 ώρες στον κλίβανο 
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 Με το πέρας της ώρας, απομάκρυνση του θρεπτικού 
Με το πέρας των χρονικών διαστημάτων γινόταν μονιμοποίηση των κυττάρων στη 
κάθε καλυπτρίδα. Η διαδικασία ήταν η εξής: 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Προσθήκη 250 μl φορμαλδεΰδης (3.7%) στην καλυπτρίδα σε  θερμοκρασία 
δωματίου 
 Επώαση για 20 λεπτά 
 Απομάκρυνση της φορμαλδεΰδης 
 Ξέπλυμα με PBS 
 Τοποθέτηση των καλυπτρίδων στους -20ο C 
 
B.3.6 Επίδραση με ωσμωτικό στρες για έλεγχο βιωσιμότητας 
Η διαδικασία μπορεί να ξεκινήσει όταν τα κύτταρα έχουν καλύψει το 70% της 
επιφάνειας από τα πηγαδάκια. Στο συγκεκριμένο πείραμα αρχικά επιδράσαμε στα 
κύτταρα με H2O2. Στη συνέχεια αφαιρέσαμε το θρεπτικό με το H2O2 και αφήσαμε τα 
κύτταρα να ανακάμψουν για διαφορετικά χρονικά διαστήματα. Στη συνέχεια τα 
κύτταρα επωάστηκαν σε θρεπτικό μέσο αραιωμένο με δις απεσταγμένο νερό για 30 
λεπτά.  
Για τη διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν τα εξής υλικά: 
 Θρεπτικό υλικό DMEM/5% FBS 
 Διάλυμα Hank’s Balanced Solution (PBS, Gibco) 
 6-well plate 
 Δις απεσταγμένο νερό (ddH2O) 
 Υπεροξείδιο του υδρογόνου (9.8 M, Sigma Aldrich) 
Η διαδικασία ήταν η εξής: 
 Διαχωρισμός μίας πλήρως καλυμμένης φλάσκας σε 6-well plate 
 Συνεχεία καλλιέργειας των κυττάρων στο 6-well plate 
 Όταν καλύφθηκε το 70% της επιφάνειας του κάθε πηγαδιού ξεκίνησε η 
διαδικασία 
 Δημιουργία διαλύματος θρεπτικού με H2O2 (200 μM). 
 Απομάκρυνση θρεπτικού από τα 6-well plate 
 Ξέπλυμα με PBS 
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 Προσθήκη 2 ml θρεπτικού με H2O2 σε κάθε πηγαδάκι εκτός των πρώτων δυο 
(no treat-1, no treat-2) 
 Επώαση για 1 ώρα στον κλίβανο 
 Με το πέρας της μίας ώρας, απομάκρυνση του διαλύματος θρεπτικού με H2O2  
 Προσθήκη φυσιολογικού θρεπτικού 
 Ανάκαμψη των κυττάρων για διαφορετικά χρονικά διαστήματα (3 ώρες, 24 
ώρες, 48 ώρες) 
 Δημιουργία αραιωμένου θρεπτικού μέσου με ddH2O (1:10) 
 Προσθήκη 2 ml αραιωμένου θρεπτικού μέσου σε όλα τα πηγαδάκια και 
επώαση για 30 λεπτά. 
 Αποκόλληση των κυττάρων με θρυψίνη 
 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος των 
κυττάρων σε 5ml PBS 
 
B.4 Απομόνωση πρωτεϊνών από καλλιέργεια χονδροκυττάρων 
Β.4.1 Υλικά απομόνωσης πρωτεϊνών 
  Διάλυμα λύσης κυττάρων (Lysis buffer) 
               30 mM Tris (Invitrogen) 
               10% Glycerol (Invitrogen) 
               150 mM NaCl (Sharlau) 
               1% NP40 (Ambion) 
 Αναστολείς πρωτεασών 
 Αναστολείς φωσφατασών 
 
Β.4.2 Πρωτόκολλο απομόνωσης πρωτεϊνών 
 Απομάκρυνση θρεπτικού υλικού από τη φλάσκα 
 Ξέπλυμα των κυττάρων με 5 ml PBS (δύο φορές) 
 Προσθήκη 1 ml θρυψίνης και επώαση για 2-3 λεπτά στον κλίβανο 
 Αποκόλληση των κυττάρων και προσθήκη 5 ml θρεπτικού στη φλάσκα για να 
σταματήσει η δράση της θρυψίνης  
 Μεταφορά του περιεχομένου της φλάσκας σε πλαστικό σωληνάριο 
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 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος των 
κυττάρων σε 5 ml PBS 
 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Προσθήκη 100 μl διαλύματος λύσης, στο οποίο είχε προστεθεί 15μl 
αναστολείς πρωτεασών 
 Επαναδιάλυση του ιζήματος και μεταφορά του σε eppendorf 
 Διατήρηση της πρωτεΐνης στον πάγο για 40 λεπτά και ανάδευση της σε vortex 
ανά 10 λεπτά 
 Φυγοκέντρηση στις 10000 στροφές για 15 λεπτά 
 Μεταφορά του υπερκείμενου σε καινούργιο eppendorf 
 Φωτομέτρηση της πρωτεΐνης και αποθήκευση της στους -80ο C 
 
Β.4.3 Υπολογισμός ποσότητας πρωτεϊνών – Μέθοδος Bradforf 
Ο υπολογισμός της ποσότητας των πρωτεϊνών που απομονώθηκαν έγινε με τη 
χρήση υλικών της εταιρίας Bio-Rad (Bio-Rad Protein Assay). Συγκεκριμένα, ο 
υπολογισμός έγινε με τη μέθοδο Bradford, κατά την οποία μία χρωστική (Coomassie 
Brilliant Blue G-250), όταν δεσμευτεί σε μία πρωτεΐνη αλλάζει το μέγιστο 
απορρόφησης από τα 460 nm στα 595 nm. Καταρχήν δημιουργήθηκε μία πρότυπη 
καμπύλη συσχέτισης τιμών απορρόφησης με πρωτεϊνικές συγκεντρώσεις, με τη 
χρήση δειγμάτων γνωστής συγκέντρωσης πρωτεϊνών. Συγκεκριμένα: 
 Ποσότητες από 1 μg έως 20 μg αλβουμίνης του ορού του βόος (Bovine 
Serume Albumine – BSA) διαλύθηκαν σε 800 μl dH2O 
 Προσθήκη 200 μl χρωστικής σε κάθε δείγμα 
 Επώαση μίγματος για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 
 Ήπια ανάδευση των δειγμάτων αρκετές φορές 
 Μεταφορά σε κυβέττα και φωτομέτρηση στα 595 nm 
 Κατασκευή πρότυπης καμπύλης βάσει των τιμών απορρόφησης των διάφορων 
συγκεντρώσεων 
Όσον αφορά στις πρωτεΐνες άγνωστης συγκέντρωσης, ποσότητα 5 μl από την 
πρωτεΐνη προστέθηκε se 495 μl διαλύματος Bradford (5%) και ακολούθησε η 
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παραπάνω διαδικασία. Οι τιμές απορρόφησης που προέκυψαν συγκρίθηκαν με την 
πρότυπη καμπύλη και βρέθηκε η συγκέντρωση των πρωτεϊνών. 
Β.5 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακριλαμιδίου-SDS 
B.5.1 Γενικές αρχές της μεθόδου 
Η ηλεκτροφόρηση βασίζεται στο γεγονός ότι ένα μόριο με καθαρό φορτίο, 
όπως πρωτεΐνες, DNA, RNA θα μετακινηθεί σε ένα ηλεκτρικό πεδίο. Η ταχύτητα 
μετακίνησης (u) μίας πρωτεΐνης (ή κάθε μορίου) σε ένα ηλεκτρικό πεδίο, εξαρτάται 
από την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου (Ε), το καθαρό φορτίο της πρωτεΐνης (z) και 
τον συντελεστή τριβής (f): 
                                                U = E z / f 
Η σταθερά τριβής εξαρτάται από τη μάζα και το σχήμα του μορίου που 
μετακινείται καθώς και από τη πυκνότητα του μέσου. Ο ηλεκτροστατικός 
διαχωρισμός γίνεται σχεδόν πάντα σε πηκτή και όχι σε υγρό, κυρίως για δύο λόγους. 
Καταρχάς η πηκτή καταστρέφει τα ρεύματα που δημιουργούνται από μικρές 
βαθμιδώσεις θερμοκρασίας – απαραίτητα προϋπόθεση για σωστό διαχωρισμό. 
Δεύτερον, η πηκτή λειτουργεί σαν μοριακός ηθμός καθιστώντας έτσι ευκολότερους 
τους διαχωρισμούς μορίων. Τα μόρια που είναι μικρά σε σχέση με τους πόρους της 
πηκτής κινούνται εύκολα δια μέσου της πηκτής, ενώ τα μεγάλα μόρια μένουν σχεδόν 
αμετακίνητα. Μόρια ενδιάμεσου μεγέθους μετακινούνται μέσα από τη πηκτή με 
διαφορετικές ταχύτητες. Οι πηκτές πολυακρυλαμίδιου είναι προτιμότερες για 
ηλεκτροφόρηση, γιατί αποτελούνται από χημικά ουδέτερες  ενώσεις, ενώ οι πόροι της 
πηκτής μπορούν εύκολα να ρυθμιστούν επιλέγοντας διαφορετικές συγκεντρώσεις 
ακρυλαμιδίου και μεθυλενοδισακρυλαμιδίου, στον πολυμερισμό για το σχηματισμό 
της πηκτής. 
Σε μία ηλεκτροφόρηση πολυακριλαμιδίου κάτω από αποδιατακτικές 
συνθήκες, οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται κυρίως βάσει του μοριακού τους βάρους. Το 
δωδεκακυλοθεικό (SDS) είναι ένα ανιοντικό απορρυπαντικό που καταστρέφει τις μη– 
ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις μιας φυσικής πρωτεΐνης. Τα ανιόντα του SDS 
δεσμεύονται στις κυρίες αλυσίδες σε αναλογία ενός μορίου SDS ανά δύο αμινοξέα, 
που δίνει στο σύμπλοκο του SDS με την αποδιετεταγμένη πρωτεΐνη ένα μεγάλο 
φορτίο, περίπου ανάλογο με τη μάζα της. Το αρνητικό φορτίο που αποκτάται με τη 
δέσμευση του SDS είναι συνήθως πολύ μεγαλύτερο από ότι το αρχικό φορτίο της 
φυσικής πρωτεΐνης, επομένως αυτό το αρχικό φορτίο καθίσταται αμελητέο. Η 
μετακίνηση γίνεται σε λεπτή κατακόρυφη στιβάδα και με αυτόν τον τρόπο 
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ηλεκτροφόρησης, η μετακίνηση των περισσότερων πολυπεπτιδικών αλυσίδων κάτω 
από αυτές τις συνθήκες είναι απολύτως ανάλογη με το λογάριθμο της μάζας τους.  
 
Β.5.2 Υλικά ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών 
 Διάλυμα χρωστική μπλε της βρωμοφαινόλης (Sample buffer, Invitrogen) 
 Αναγωγικό διάλυμα (Reducing buffer, Invitrogen) 
 Πηκτή πολυακριλαμιδίου-SDS (NuPage Novex Tris-Acetate Mini Gels, 
Invitrogen) 
 Μάρτυρας γνωστών μοριακών βαρών πρωτεϊνών (Precision Plus Protein 
Standarts, Bio-Rad) 
 Διάλυμα ηλεκτροφόρησης (NuPage MES or MOPS Running buffer, 
Invitrogen) 
 Αντιοξειδωτικό (NuPage Antioxidant, Invitrogen) 
 Δις απεσταγμένο νερό (DEMO S.A.) 
 
Β.5.3 Πρωτόκολλο ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών 
I) Αποδιάταξη πρωτεϊνών 
Πριν την ανοσοαποτύπωση των πρωτεϊνών πραγματοποιείται αποδιάταξη και 
διαχωρισμός των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση. Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών που 
χρησιμοποιήθηκε ήταν 35 μg.  
Το διάλυμα αποδιάταξης πρωτεϊνών περιείχε: 
                Πρωτεΐνη:             x μl 
                Sample buffer:      5 μl 
                Reducing buffer:   2 μλ 
                ddΗ2Ο:                 y μl (μέχρι τελικό όγκο 20 μl) 
Τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε συσκευή PCR για αποδιάταξη των πρωτεϊνών στους 
95ο C για 5 λεπτά. 
II) Διαχωρισμός πρωτεϊνών 
Για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε η συσκευή Xcell Surelock 
(Invitrogen) και η διαδικασία περιλαμβάνει τα εξής: 
 Στήσιμο της συσκευής Xcell Surelock 
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 Προσθήκη 600 ml (50 ml Running buffer σε 950 ml ddH2O) στο μπροστινό 
και οπίσθιο μέρος της συσκευής. Στο μεσαίο μέρος της συσκευής 
προστίθενται 200 ml Running buffer και 500 ml antioxidant 
 Φόρτωμα δειγμάτων στην πηκτή πολυακριλαμιδίου. Στην αριστερή άκρη της 
πηκτής φορτώνεται ο μάρτυρας γνωστών μοριακών βαρών πρωτεϊνών 
 Κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης προετοιμάζονται τα διαλύματα και τα 
υλικά που θα χρησιμοποιηθούν στην ανοσοαποτύπωση 
 
Β.6 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών – Western Blot 
Β.6.1 Αρχή της μεθόδου 
Η τεχνική της ανοσοαποτύπωσης βασίζεται στη μεταφορά των 
αποδιετεταγμένων πρωτεϊνών σε μια ειδική επιφάνεια και στην ανίχνευση των 
επιλεγμένων πρωτεϊνών με τη χρήση ειδικού αντισώματος. Η επιφάνεια αυτή είναι 
συνήθως μεμβράνη νιτροκυτταρίνης ή PVDF και βοηθάει τις πρωτεΐνες να 
αντιδράσουν με το αντίσωμα. Το αντίσωμα αυτό αναγνωρίζει τη πρωτεΐνη σαν 
αντιγόνο και δεσμεύεται σε αυτή. Το σύμπλοκο αντιγόνου – αντισώματος στην 
επιφάνεια μπορεί να ανιχνευτεί με τη προσθήκη δεύτερου αντισώματος ειδικού για το 
πρώτο. Το δεύτερο αντίσωμα συνήθως είναι σημασμένο με το ένζυμο υπεροξειδάση 
της ραπανίδας (horseradish peroxidase, HRP) με αποτέλεσμα να δημιουργείται 
σκοτεινή γραμμή σε φιλμ ακτίνων Χ (αυτοραδιογραφίας) η οποία αντιπροσωπεύει τα 
επίπεδα έκφρασης της υπό μελέτη πρωτεΐνης. 
 
Β.6.2 Υλικά ανοσοαποτύπωσης 
 Διάλυμα μεταφοράς  
                 5% Transfer buffer (NuPage Transfer buffer, Invitrogen) 
                 1% μεθανόλη (Applichem) 
 Χαρτί Whitman 
 Μεμβράνη PVDF 
 Χρωστική μεμβράνης (Ponseau, Sigma) 
 Διάλυμα πλύσης TBS-Tween 
                        50 mM Tris (Invitrogen) 
                        150 mM NaCl (Sharlau) 
                        1 mM EDTA (Sharlau) 
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                        0.05% Tween (Bio-Rad) 
 Σκόνη μπλοκαρίσματος (Blotting Grade Blocker, Bio-Rad) 
 Ορός αλβουμίνης βοοειδών (BSA, Invitrogen) 
 Developer buffer 
 Fixer buffer 
 Φιλμ ακτίνων Χ (Kodak) 
 Ενισχυτικό σήματος ECL+ (GE Healthcare) 
 Rabbit polyclonal anti-CAV-1, 1:500, #A1915 (Santa Cruz biotechnology 
Inc.) 
 Mouse monoclonal anti-GAPDH, 1:1000, #SC5737 (Santa Cruz 
Biotechnology Inc.) 
 Goat anti-rabbit  HRP, 1:10000, #196832 (Thermo Scientific) 
 Goat anti-mouse HRP, 1:10000, #G21040 (Invitrogen, Life Technologies) 
 
Β.6.3 Πρωτόκολλο ανοσοαποτύπωσης πρωτεϊνών 
Για τη μεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή στη μεμβράνη PVDF 
χρησιμοποιήθηκε η συσκευή Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad). 
Αναλυτικότερα: 
 Πριν την ολοκλήρωση του διαχωρισμού των πρωτεϊνών επωάζονται σε 
transfer buffer για 20 λεπτά τα εξής υλικά: 
                  Μεμβράνη PVDF (6 cm x 9 cm) αφού έχει επωαστεί πρώτα  
                  για 15 δευτερόλεπτα σε μεθανόλη 
                  Τέσσερα χαρτάκια Whitman 
                  Η πηκτή πολυακριλαμιδίου 
 Μετά την ολοκλήρωση του διαχωρισμού των πρωτεϊνών κατασκευάζεται το 
sant wits (με σειρά τοποθέτησης): 2 χαρτάκια  Whitman  μεμβράνη PVDF 
 πηκτή πολυακριλαμιδίου  2 χαρτάκια Whitman 
 Μεταφορά του sant wits στο κουτί στη συσκευή Trans-Blot® SD Semi-Dry 
Transfer Cell 
 Μεταφορά των πρωτεϊνών στα 15V για 25 λεπτά 
 Μετά το πέρας της μεταφοράς ακολουθεί βάψιμο της μεμβράνης με Ponseau, 
μέχρι να εμφανιστούν οι μπάντες των πρωτεϊνών 
 Ξέπλυμα της μεμβράνης με TBST για 10 λεπτά (3 επαναλήψεις) 
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 Μεταφορά της μεμβράνης σε διάλυμα μπλοκαρίσματος 5% (2.5 gr σκόνης 
μπλοκαρίσματος σε 50 ml TBST) 
 Ξέπλυμα της μεμβράνης με TBST για 10 λεπτά (3 επαναλήψεις) 
 Επώαση της μεμβράνης στο κατάλληλο πρώτο αντίσωμα στους 4ο C με 
ανάδευση ολονύκτια. Το αντίσωμα διαλύεται σε διάλυμα μπλοκαρίσματος 
5%.  Η συγκέντρωση του αντισώματος είναι 1:500 για το anti-CAV-1 και 
1:1.000 για το anti-GAPDH. 
 Ξέπλυμα της μεμβράνης με TBST για 10 λεπτά (3 επαναλήψεις) 
 Επώαση της μεμβράνης στο κατάλληλο δεύτερο αντίσωμα για 1 ώρα με 
ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Η συγκέντρωση του αντισώματος είναι 
1:10.000. 
 Ξέπλυμα της μεμβράνης με TBST για 10 λεπτά (3 επαναλήψεις) 
Στη συνέχεια ακολουθεί η αυτοραδιογραφία για την αποτύπωση του σήματος των 
αντισωμάτων η οποία μπορεί να εκτελεστεί με δύο διαφορετικές μεθόδους.  
Η πρώτη αφορά την αποτύπωση του σήματος σε φιλμ ακτίνων x, μία διαδικασία που 
πραγματοποιείται σε σκοτεινό θάλαμο και περιλαμβάνει τα εξής: 
 Επώαση της μεμβράνης σε ενισχυτικό σήματος ECL+ για ένα λεπτό 
 Απομάκρυνση του ενισχυτικού με διηθητικό χαρτί και μεταφορά της 
μεμβράνης σε φωτογραφική κασετίνα 
 Τοποθέτηση φιλμ πάνω από τη μεμβράνη και κλείσιμο της κασετίνας (5-30 
λεπτά ανάλογα με την ισχύ του σήματος) 
 Μεταφορά του φιλμ σε διάλυμα developer μέχρι να εμφανιστούν οι μπάντες 
των πρωτεϊνών 
 Ξέπλυμα του φιλμ σε διάλυμα fixer και έπειτα σε νερό βρύσης 
Η δεύτερη αφορά την αναγνώριση σήματος μέσω ειδικού λογισμικού. Η διαδικασία 
είναι η εξής: 
 Επώαση της μεμβράνης σε ενισχυτικό σήματος ECL+ για ένα λεπτό 
 Απομάκρυνση του ενισχυτικού με διηθητικό χαρτί και μεταφορά της 
μεμβράνης σε ειδικό μηχάνημα (UVITEC Alliance) το οποίο είναι 
συνδεδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή 
 Τρέξιμο του ανάλογου προγράμματος από τον υπολογιστή (UVITEC 
Alliance) και αναγνώριση του σήματος των μπαντών 
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Β.7 Έλεγχος βιωσιμότητας κυττάρων σε αιμοκυτταρόμετρο 
 
Β.7.1 Βασικές αρχές 
Ο έλεγχος βιωσιμότητας των κυττάρων σε αιμοκυτταρόμετρο βασίζεται στη 
ιδιότητα της χρωστικής Trypan Blue να βάφει τα νεκρά κύτταρα με μπλε χρώμα λόγω 
της κατεστραμμένης του κυτταρικής μεμβράνης. 
 
Β.7.2 Υλικά 
Τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής: 
 Αιμοκυτταρόμετρο 
 Trypan Blue 
 Μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης (Axiovert S100, Zeiss) 
 Καλυπτρίδες 
 
Β.7.3 Διαδικασία 
Η διαδικασία περιλαμβάνει τα εξής: 
 Μεταφορά 100 μl δείγματος υπό μελέτη σε eppendorf 
 Προσθήκη 100 μl Trypan Blue 
 Ανάδευση 
 Τοποθέτηση καλυπτρίδας 
 Μεταφορά στο αιμοκυτταρόμετρο 
 Παρατήρηση στο μικροσκόπιο 
 Καταμέτρηση κυττάρων (φακός 100x) 
 
                            Εικόνα 10: Τμήματα της Neubauer improved. 
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Το αιμοκυτταρόμετρο είναι χωρισμένο σε 9 περιοχές. Αρχικά γίνεται 
καταμέτρηση των κυττάρων στις τέσσερις περιοχές με το νούμερο 1 και στη κεντρική 
περιοχή. Τα κύτταρα που βρίσκονται στη πάνω και στην αριστερή γραμμή των 
περιοχών μετρούνται κανονικά ενώ τα κύτταρα που βρίσκονται πάνω στη δεξιά και 
στη κάτω γραμμή δεν μετρούνται. 
 
Β.8 Ανοσοφθορισμός 
Β.8.1 Γενικές αρχές 
Ο ανοσοφθορισμός είναι μια τεχνική η οποία βασίζεται στην ικανότητα των 
αντισωμάτων να συνδέονται σε πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν. Τα αντισώματα αυτά, 
είναι σεσημασμένα με ειδικές φθορίζουσες χρωστικές. Η παρατήρηση γίνεται σε 
φθορίζων μικροσκόπιο. 
 
Β.8.2 Υλικά 
Τα υλικά τα οποία χρησιμοποιήθηκαν είναι τα εξής: 
 Αντικειμενοφόροι πλάκες 
 Καλυπτρίδες 
 Διάλυμα Hank’s Balanced Solution (PBS, Gibco) 
 Tween20 
 Ορός αλβουμίνης βοοειδών (BSA, Invitrogen) 
 Triton X-100 
 Πρώτο αντίσωμα για τη καβεολίνη, rabbit polyclonal anti-CAV-1 #A1915 
(Santa Cruz biotechnology1), 1:500  
 Πρώτο αντίσωμα για τη φωσφορυλιωμένη ιστόνη Η2Αx, mouse anti-phospho-
Histone H2A.X (ser139) #2716681 (Merckmillipore), 1:500  
 Φθορίζων χρωστική DAPI #D1306 (Santa Cruz Biotechnology) (σύνδεση στη 
χρωματίνη) 
 Δεύτερο αντίσωμα (φθορίζων) για τη καβεολίνη, donkey anti-rabbit IgG 
#44787A (Alexa Fluor), 1:500  
 Δεύτερο αντίσωμα (φθορίζων), goat anti rabbit IgG #47759A (Alexa Fluor), 
1:500  
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Β.8.3 Διαδικασία 
Η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής: 
 Ανάκτηση των κατεψυγμένων καλυπτρίδων 
 Ξέπλυμα με PBS για 5 λεπτά (3 φορές) 
 Απομάκρυνση του PBS 
 Προσθήκη 50μl 1% Triton X-100 σε PBS για 10 λεπτά 
 Ξέπλυμα με 1ml PBS / 0.02% Tween20 για 5 λεπτά και αφαίρεση του 
 Προσθήκη 1ml PBS / 0,02%Tween20 / 1% BSA για να μπλοκάρουμε τις μη 
ειδικές θέσεις σύνδεσης του αντισώματος 
 Προσθήκη 75 μl από τα δύο πρωτογενή αντισώματα για 45 λεπτά. 
 Ξέπλυμα με 1 ml PBS / 0,02% Tween20 για 5 λεπτά 
 Προσθήκη 75 μl από τα δύο δευτερογενή αντισώματα για 45 λεπτά 
 Ξέπλυμα με 1 ml PBS / 0,02% Tween20 για 5 λεπτά 
 Ξέπλυμα με PBS για 5 λεπτά 
 Τοποθέτηση των καλυπτρίδων στις αντικειμενοφόρους πλάκες ανάποδα 
(προσθήκη ειδικού διαλύματος που περιέχει τη χρωστική DAPI) 
 Προσθήκη βερνικιού για νύχια στις γωνίες των καλυπτρίδων για να 
κολλήσουν στην αντικειμενοφόρο πλάκα 
 Αφήνουμε τις καλυπτρίδες να στεγνώσουν 
Διατήρηση στους 4ο C 
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Γ. Αποτελέσματα 
 
Γ.1 Ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνικών επιπέδων της καβεολίνης-1 σε 
φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με οξειδωτικό 
στρες 
 
Ελέγξαμε την πρωτεϊνική έκφραση της καβεολίνης-1 σε χονδροκύτταρα υγιών 
ανθρώπων και πασχόντων από οστεοαρθρίτιδα ύστερα από επίδραση με υπεροξείδιο 
του υδρογόνου. Στο συγκεκριμένο πείραμα καλλιεργήσαμε χονδροκύτταρα σε 6-well 
plate και  επιδράσαμε με υπεροξείδιο του υδρογόνου για 1 ώρα (εκτός του πρώτου, 
no treat). Ύστερα, αφαιρέσαμε το υπεροξείδιο του υδρογόνου και προσθέσαμε ξανά 
φυσιολογικό θρεπτικό μέσο για διαφορετικά χρονικά  διαστήματα (no treat, 1 ώρα, 3 
ώρες, 6 ώρες, 24 ώρες, 48 ώρες) προκειμένου να ανακάμψουν από το οξειδωτικό 
στρες. Ακολούθησε λύση των κυττάρων και απομόνωση των πρωτεϊνών τους, 
προσδιορισμός της συνολικής συγκέντρωσης πρωτεΐνης και ποσοτικός 
προσδιορισμός της καβεολίνης-1 με τη τεχνική της ανοσοαποτύπωσης (Western blot). 
Τα αποτελέσματα μας δείχνουν ότι η καβεολίνη-1 εκφράζεται σε μεγαλύτερο βαθμό 
στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά στις φυσιολογικές 
συνθήκες καλλιέργειας (no treat). H επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου αυξάνει 
την έκφραση της καβεολίνης-1 στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα ενώ δεν συμβαίνει 
το ίδιο στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα ενώ παρατηρείται και μικρή μείωση των 
επιπέδων της (διάγραμμα 1) .  
 
Εικόνα 11: Έκφραση της καβεολίνης-1 αποτυπωμένη σε φωτογραφικό φιλμ (Western 
blot) 
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Εικόνα 12: Έκφραση της καβεολίνης-1 (εικόνα από το λογισμικό UVITEC alliance) 
(Western blot) 
 
 
 
Διάγραμμα 1: Ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνικών επιπέδων της καβεολίνης-
1 και σύγκριση μεταξύ φυσιολογικών και οστεοαρθριτικών χονδροκυττάρων ύστερα 
από επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου 
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Γ.2. Ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνικών επιπέδων της καβεολίνης-1 σε 
φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με 
βλεομυκίνη 
 
Ελέγξαμε ποσοτικά την πρωτεϊνική έκφραση της καβεολίνης-1 σε 
χονδροκύτταρα υγιών ανθρώπων και πασχόντων από οστεοαρθρίτιδα ύστερα από 
επίδραση με βλεομυκίνη. Ομοίως με το προηγούμενο πείραμα καλλιεργήσαμε 
χονδροκύτταρα σε 6-well plate και  επιδράσαμε με βλεομυκίνη για 6 ώρες και 12 
ώρες (εκτός του πρώτου, no treat). Ακολούθησε λύση των κυττάρων, απομόνωση των 
πρωτεϊνών τους, προσδιορισμός της συνολικής συγκέντρωσης πρωτεΐνης και 
ποσοτικός προσδιορισμός της καβεολίνης-1  με τη τεχνική της ανοσοαποτύπωσης 
(Western blot). Τα αποτελέσματα που προέκυψαν δείχνουν, ομοίως με τα 
αποτελέσματα από την μελέτη της επίδρασης του οξειδωτικού στρες,  ότι η 
καβεολίνη-1 εκφράζεται σε μεγαλύτερο βαθμό σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα 
από ότι στα φυσιολογικά σε φυσιολογικές συνθήκες (no treat). H επίδραση με 
βλεομυκίνη αυξάνει την έκφραση της καβεολίνης-1 στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα 
ενώ η έκφραση της καβεολίνης-1 μειώνεται στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα 
(διάγραμμα 2). 
 
 
 
Εικόνα 13: Έκφραση της καβεολίνης-1 (εικόνα από το λογισμικό UVITEC alliance) 
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Διάγραμμα 2: Ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνικών επιπέδων της καβεολίνης-
1 και σύγκριση μεταξύ φυσιολογικών και οστεοαρθριτικών χονδροκυττάρων ύστερα 
από επίδραση με βλεομυκίνη 
 
 
Γ.3. Έλεγχος κυτταρικού εντοπισμού της καβεολίνης-1 σε φυσιολογικά και 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση του οξειδωτικού στρες  
 
Ελέγξαμε τον κυτταρικό εντοπισμό της καβεολίνης-1 σε χονδροκύτταρα υγιών 
ανθρώπων και πασχόντων από οστεοαρθρίτιδα ύστερα από επίδραση με υπεροξείδιο 
του υδρογόνου με τη μέθοδο του ανοσοφθορισμού. Στο συγκεκριμένο πείραμα 
καλλιεργήσαμε χονδροκύτταρα σε 6-well plate και  επιδράσαμε με υπεροξείδιο του 
υδρογόνου για 1 ώρα (εκτός του πρώτου, no treat). Ύστερα, αφαιρέσαμε το 
υπεροξείδιο του υδρογόνου και προσθέσαμε φυσιολογικό θρεπτικό μέσο για 
διαφορετικά χρονικά  διαστήματα (1 ώρα, 3 ώρες, 6 ώρες, 24 ώρες, 48 ώρες) 
προκειμένου τα κύτταρα να ανακάμψουν από το οξειδωτικό στρες. Ακολούθησε 
χρώση των κυττάρων με ειδικά φθορίζοντα αντισώματα και DAPI. H χρωστική DAPI 
σημαίνει με μπλε χρώμα τη χρωματίνη (πυρήνας), με πράσινο εμφανίζεται γ-H2AΧ 
(η φωσφορυλιωμένη μορφή της ιστόνης  H2AΧ που υποδηλώνει διπλές θραύσεις στο 
μόριο του DNA) και με κόκκινο η καβεολίνη-1. Στη συνέχεια έγινε παρατήρηση των 
δειγμάτων στο μικροσκόπιο (εικόνα 14).  
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Υπό κανονικές συνθήκες στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα παρατηρήσαμε ότι 
τη καβεολίνη-1 να εντοπίζεται στην μεμβράνη/κυτταρόπλασμα και το ποσοστό των 
βλαβών να ανέρχεται στο 9.2% (SD +/- 2.8%). Μία ώρα μετά την επίδραση του 
υπεροξειδίου και ενώ το ποσοστό  των βλαβών παραμένει στα ίδια επίπεδα (9.8% με 
SD +/- 3.4%), η καβεολίνη-1 έχει μετατοπιστεί προς τον πυρήνα  σχεδόν στο σύνολο 
των κυττάρων. Τρεις ώρες μετά την επίδραση του Η2Ο2 παρατηρούμε ότι το 
μεγαλύτερο ποσοστό των κυττάρων έχει βλάβες. (71.1% (SD +/- 4.2%). Η 
καβεολίνη-1 παραμένει στον πυρήνα ενώ σε μικρό ποσοστό κυττάρων φαίνεται να 
μετακινείται προς το κυτταρόπλασμα/μεμβράνη. Έξι ώρες μετά παρατηρούμε 
μετατόπιση της καβεολίνης-1 προς  κυτταρόπλασμα/μεμβράνη με παράλληλη μείωση 
στο ποσοστό των βλαβών (62.2% με SD +/- 4.1%). Είκοσι τέσσερις ώρες μετά, είναι 
εμφανής η επιδιόρθωση των βλαβών (36.8% (SD +/- 4.7%)). Στις 48h τα ποσοστά 
των βλαβών είναι  ακόμη μικρότερα (29% (SD +/- 1.3%)), ενώ η καβεολίνη-1 έχει 
πια τον φυσιολογικό εντοπισμό της (κυτταρόπλασμα/μεμβράνη). 
Στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα παρατηρείται υψηλότερο ποσοστό 
βλαβών (26.7% με SD +/- 8.1%) σε σχέση με τα φυσιολογικά χονδροκύτταρα υπό 
κανονικές συνθήκες καλλιέργειας (no treat). Ακόμη, ενδιαφέρον είναι ότι η 
καβεολίνη-1 εντοπίζεται σε ολόκληρο το κύτταρο 
(μεμβράνη/κυτταρόπλασμα/πυρήνας) (εικόνα 15). Μία ώρα μετά την επίδραση του 
οξειδωτικού στρες η πλειοψηφία των κυττάρων εμφανίζει βλάβες (70.1% με SD +/- 
9%) και η καβεολίνη-1 έχει τον ίδιο εντοπισμό. Δεν παρατηρείται δηλαδή καμία 
μετατόπιση.  Τρεις ώρες μετά οι βλάβες αυξάνονται ακόμη παραπάνω (78% με SD 
+/- 1.25%)  ενώ δεν παρατηρείται αλλαγή στον εντοπισμό της καβεολίνης-1. Στις έξι 
ώρες παρατηρείται ποσοστό βλαβών 77.2% (SD +/- 8.3%), στις 24 ώρες 78.5% (SD 
+/- 12%) και στις 48 ώρες 74% (SD +/- 4.5%). Τα ποσοστά των βλαβών δηλαδή 
παραμένουν σταθερά ακόμη και έπειτα από 2 ημέρες μετά την επίδραση του 
οξειδωτικού στρες, γεγονός που υποδηλώνει αδυναμία επιδιόρθωσης των βλαβών, 
ενώ επιπλέον  δεν παρατηρείται καμία μετατόπιση της καβεολίνης-1 όπως συμβαίνει 
στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα. 
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Εικόνα 14: Παρατήρηση χρωματίνης, γ-H2AX και καβεολίνης-1 σε φυσιολογικά 
χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου 
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Εικόνα 15: Παρατήρηση χρωματίνης, γ-H2AX και καβεολίνης-1 σε οστεοαρθριτικά 
χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου 
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Εικόνα 16: Παρατήρηση χρωματίνης, γ-H2AX και καβεολίνης-1 σε οστεοαρθριτικά 
χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου 
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Οξειδωτικό 
στρες 
Control  OA SD Control SD OA 
NT 9,266666667 26,7 2,89194283 8,107404023 
1 ώρα 9,866666667 70,16666667 3,401960219 9,004628439 
3 ώρες 71,1 78,56666667 4,232020794 1,250333289 
6 ώρες 62,23333333 77,23333333 4,135617648 8,316449563 
24 ώρες 36,83333333 78,5 4,724757489 12,02081528 
48 ώρες 29 74 1,3 4,582575695 
Πίνακας 2: Ποσοστά κυττάρων που έχουν υποστεί βλάβη ύστερα από επίδραση με 
υπεροξείδιο του υδρογόνου 
 
 
Διάγραμμα 3: Ποσοτική απεικόνιση του ποσοστού των κυττάρων που έχουν υποστεί 
βλάβη ύστερα από επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου. 
 
Γ.4. Έλεγχος εντοπισμού της πρωτεΐνης της καβεολίνης-1 σε φυσιολογικά και 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με βλεομυκίνη  
 
Ελέγξαμε τον εντοπισμό της καβεολίνης-1 σε χονδροκύτταρα υγιών 
ανθρώπων και πασχόντων από οστεοαρθρίτιδα ύστερα από επίδραση με βλεομυκίνη 
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με τη μέθοδο του ανοσοφθορισμού. Στο συγκεκριμένο πείραμα καλλιεργήσαμε 
χονδροκύτταρα σε 6-well plate και  επιδράσαμε με βλεομυκίνη σε αυτά για 6 ώρες 
και 12 ώρες (εκτός του πρώτου, no treat). Ακολούθησε χρώση των κυττάρων με 
ειδικά φθορίζοντα αντισώματα και DAPI. H χρωστική DAPI σημαίνει με μπλε χρώμα 
τη χρωματίνη (πυρήνας), με πράσινο εμφανίζεται γ-H2AΧ (η φωσφορυλιωμένη 
μορφή της ιστόνης  H2AΧ που υποδηλώνει διπλές θραύσεις στο μόριο του DNA) και 
με κόκκινο η καβεολίνη-1. Στη συνέχεια έγινε παρατήρηση των δειγμάτων στο 
μικροσκόπιο (εικόνα 17). Στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα υπάρχει μετατόπιση της 
καβεολίνης-1 προς τον πυρήνα, όπως άλλωστε παρατηρήσαμε και έπειτα από την 
επίδραση του οξειδωτικού στρες και στην συνέχεια επιστροφή της προς τα σημεία 
φυσιολογικού εντοπισμού της (κυτταρόπλασμα-μεμβράνη). Στα οστεοαρθριτικά 
χονδροκύτταρα δεν υπάρχει μετατόπιση της καβεολίνης-1 (εικόνα 18). 
Παρατηρούνται επίσης μεγάλα ποσοστά βλαβών διαφορετικής εμφάνισης σε σχέση 
με τις βλάβες που προκύπτουν από την επίδραση οξειδωτικού στρες.  
 
 
Εικόνα 17. Παρατήρηση χρωματίνης, γ-H2AX και καβεολίνης-1 σε φυσιολογικά 
χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με βλεομυκίνη 
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Εικόνα 18: Παρατήρηση χρωματίνης, γ-H2AX και καβεολίνης-1 σε οστεοαρθριτικά 
ύστερα από επίδραση με βλεομυκίνη 
 
 
Βλεομυκίνη 178Α 648ΟΑ 
No treat 18.6915% 35.3982% 
6 ώρες 61.5384% 52.3437% 
12 ώρες 875912.% 85.9872% 
Πίνακας 3: Ποσοστά κυττάρων που έχουν υποστεί βλάβη ύστερα από επίδραση με 
βλεομυκίνη 
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Διάγραμμα 4: Ποσοτική απεικόνιση του ποσοστού των κυττάρων που έχουν υποστεί 
βλάβη ύστερα από επίδραση με βλεομυκίνη. 
 
 
Γ.5 Υπολογισμός ποσοστού θνησιμότητας καλλιεργημένων φυσιολογικών και 
οστεοαρθριτικών χονδροκυττάρων ύστερα από επίδραση οξειδωτικού και υπο-
ωσμωτικού στρες 
 
Ελέγξαμε το ποσοστό θνησιμότητας χονδροκυττάρων από μη πάσχοντες και 
πάσχοντες από οστεοαρθρίτιδα ύστερα από επίδραση με οξειδωτικό και ωσμωτικό 
στρες. Στο συγκεκριμένο πείραμα καλλιεργήσαμε χονδροκύτταρα σε 6-well plate και   
επιδράσαμε με διάλυμα θρεπτικού μέσου με υπεροξείδιο του υδρογόνου για 1 ώρα. 
Ύστερα, αφαιρέσαμε  το υπεροξείδιο του υδρογόνου και προσθέσαμε ξανά 
φυσιολογικό θρεπτικό μέσο. Αφήσαμε το θρεπτικό μέσο σε κάθε πηγαδάκι για 
διαφορετικό χρονικό διάστημα (3 ώρες, 24 ώρες, 48 ώρες) και στη συνέχεια 
προσθέσαμε αραιωμένο θρεπτικό με δις απεσταγμένο νερό (10:1) προκειμένου να 
υποβάλλουμε τα κύτταρα σε υποωσμωτικό στρες. Στη συνέχεια προσθέσαμε τη 
χρωστική Trypan Blue που εισέρχεται στα νεκρά κύτταρα και ακολούθησε 
καταμέτρηση των κυττάρων σε μικροσκόπιο με χρήση αιμοκυτταρόμετρου. 
Παρατηρήθηκαν αυξημένα ποσοστά θνησιμότητας των οστεοαρθριτικών 
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χονδροκυττάρων σε σχέση με τα φυσιολογικά χονδροκύτταρα έπειτα από 24 και 48h 
ανάκαμψης από το οξειδωτικό στρες. Υποθέτουμε ότι η αδυναμία ανάκαμψης από το 
οξειδωτικό στρες, που παρατηρήσαμε για τα οστεοαρθριτικά κύτταρα στα 
προηγούμενα πειράματά μας, οφείλεται, τουλάχιστον μερικώς, στην δυσλειτουργία 
της καβεολίνης-1. Αυτή η δυσλειτουργία της καβεολίνης-1 είναι πιθανό να ευθύνεται 
και για την μειωμένη ικανότητα απόκρισης των οστεοαρθριτικών κυττάρων στο 
υποωσμωτικό στρες, δεδομένου ότι τα μικροσπήλαια της μεμβράνης είναι κατεξοχήν 
υπεύθυνα για αυτή την απόκριση. 
 
 OA Normal 
3 Ώρες  20% (16/82) 21% (26/127) 
24 Ώρες 18% (8/44) 10% (13/131) 
48 Ώρες 14% (7/50) 3% (8/176) 
Control 5% (11/231) 3% (20/544) 
Πίνακας 4: Ποσοστά θνησιμότητας χονδροκυττάρων ύστερα από επίδραση με 
οξειδωτικό και ωσμωτικό στρες. 
 
 
 
Διάγραμμα 5: Ποσοτική απεικόνιση του ποσοστού θνησιμότητας των κυττάρων 
ύστερα από επίδραση με οξειδωτικό και ωσμωτικό στρες. 
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Δ. Συζήτηση 
Η οστεοαρθρίτιδα είναι μία εκφυλιστική νόσος η οποία συνιστά την πιο κοινή 
μορφή πάθησης των αρθρώσεων που πλήττει κυρίως τους γηραιότερους.  Η ΟΑ 
συχνά περιγράφεται ως μία χρόνια εκφυλιστική νόσος που επηρεάζεται άμεσα από 
την αύξηση της ηλικίας.  
Η γήρανση είναι ένα φαινόμενο το οποίο χαρακτηρίζεται από δομικές αλλαγές 
και λειτουργική επιδείνωση των οργάνων (Harman, 1956). Η κυτταρική γήρανση 
είναι ένα χαρακτηριστικό των κυττάρων το οποίο εμποδίζει την αέναη διαίρεση τους 
(Black et al, 2000). Η  συσσώρευση των γηρασμένων κυττάρων με τη πάροδο του 
χρόνου (Dimri et al, 1995) θεωρείται ότι συνεισφέρει στην γήρανση του οργανισμού 
και στην εμφάνιση ηλικιο-σχετιζόμενων ασθενειών (Campisi, 1997). Η κυτταρική 
γήρανση η οποία επέρχεται φυσιολογικώς ύστερα από έναν πεπερασμένο αριθμό 
κυτταρικών διαιρέσεων, μπορεί να επιταχυνθεί από διάφορα στρεσογόνα ερεθίσματα 
όπως η ενεργοποίηση ογκογονιδίων, βλάβες στο DNA, κυτταροτοξικά φάρμακα και 
το οξειδωτικό στρες (Chen et al, 1995), (Dai et al, 2006). 
Όταν η παραγωγή ελευθέρων ριζών υπερβαίνει την αντι-οξειδωτική ικανότητα 
του οργανισμού τότε ο οργανισμός βρίσκεται υπό κατάσταση οξειδωτικού στρες. 
Διαταραχές στην παραπάνω ισορροπία υπέρ της παραγωγής ελευθέρων ριζών 
μπορούν να δημιουργήσουν τοξικά αποτελέσματα στον οργανισμό καθώς οι ROS 
μπορούν να οξειδώσουν και να δημιουργήσουν πρόβλημα σε όλα τα συστατικά των 
κυττάρων συμπεριλαμβανομένων των νουκλεϊκών οξέων, των λιπιδίων και των 
πρωτεϊνών. Όλα αυτά μπορούν να οδηγήσουν τα κύτταρα σε πρόωρη επαγόμενη 
κυτταρική γήρανση (SIPS). Έτσι το οξειδωτικό στρες θεωρείται υπεύθυνο για την 
εμφάνιση και επιδείνωση αρκετών ηλικιο-συσχετιζόμενων ασθενειών (Chaitanya et 
al, 2010). 
Η καβεολίνη-1 αποτελεί δομική πρωτεΐνη των μικροσπηλαίων (μικρών 
εγκολπώσεων των κυτταρικών μεμβρανών). Πειραματικά δεδομένα υποδεικνύουν ότι 
η καβεολίνη-1 έχει σημαντική εμπλοκή στην κυτταρική γήρανση (Galbiati et al, 
2001). Αναφορές από μελέτες σε κυτταρικές καλλιέργειες και σε μοντέλα ζώων 
έδειξαν ότι η καβεολίνη-1 έχει ρόλο κλειδί στην επαγόμενη από το στρες πρόωρη 
κυτταρική γήρανση, καθώς αλληλεπιδρά με μόρια των σηματοδοτικών μονοπατιών 
που επάγονται από το οξειδωτικό στρες (Volonte et al, 2002). Χαρακτηριστικό 
παράδειγμα αποτελεί η ικανότητα της καβεολίνης-1 να δεσμεύει το Mdm-2 ύστερα 
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από επίδραση με οξειδωτικό στρες, έναν παράγοντα που έχει δράση λιγάσης του p53 
οδηγώντας το σε αποικοδόμηση μέσω του πρωτεασώματος (Bartholomew et al, 
2009). Έτσι η επαγόμενη από το οξειδωτικό στρες απορρόφηση του Mdm-2 στα 
μικροσπήλαια μέσω της αλληλεπίδρασης του με την καβεολίνη-1, οδηγεί σε 
σταθεροποίηση της p53 και ενεργοποίηση του μονοπατιού p53/p21wafl/cip1, το 
οποίο τελικά αναστέλλει τον κυτταρικό κύκλο  και επάγει την  κυτταρική γήρανση.   
Με δεδομένη τη σύνδεση της οστεοαρθρίτιδας ως μία ηλικιο-συσχετιζόμενη 
ασθένεια με το οξειδωτικό στρες, αλλά και τη σύνδεση της καβεολίνης-1 με τη 
κυτταρική γήρανση, το γονίδιο της καβεολίνης-1 αποτέλεσε αντικείμενο μελέτης της 
παρούσας εργασίας. Στόχος ήταν να μελετηθεί η αντίδραση του γονιδίου σε 
φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση σε αυτά με 
διαφορετικά είδη στρες (οξειδωτικό, κυτταροτοξικό και υπο-ωσμωτικό). 
Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα παθολογικά χονδροκύτταρα υπό 
φυσιολογικές συνθήκες καλλιέργειας εκφράζουν σε μεγαλύτερο βαθμό τη πρωτεΐνη 
της καβεολίνης-1 σε σύγκριση με τα φυσιολογικά. Παρατηρήθηκε επιπλέον αύξηση 
της έκφρασης της καβεολίνης-1 στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα ύστερα από 
επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου ενώ αυτό δεν συμβαίνει στα αντίστοιχα 
παθολογικά κύτταρα. Τα αποτελέσματα μας συμφωνούν με αυτά των Dasari και των 
συνεργατών του οι οποίοι παρατήρησαν αύξηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 σε 
NIH 3T3 ύστερα από επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου (Dasari et al 2006). Τα 
αποτελέσματα μας έρχονται σε αντίθεση με αυτά των Sheng-Ming Dai και των 
συνεργατών του οι οποίοι αναφέρουν αυξημένη έκφραση καβεολίνης-1 σε 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου 
(Dai et al, 2006). Τα αντικρουόμενα αποτελέσματα δείχνουν ότι πιθανά οι συνθήκες 
κάθε πειραματικής προσέγγισης να επηρεάζουν τα αποτελέσματα σε συνδυασμό με 
το γεγονός ότι δεν έχει γίνει προηγούμενα σύγκριση των επιπέδων της καβεολίνης-1 
ανάμεσα φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα, όπως αυτή που 
επιχειρήσαμε στην παρούσα εργασία. Συνεπώς, αφενός θεωρούμε ότι τα 
αποτελέσματά μας λόγω της προσέγγισης που ακολουθήσαμε ασφαλή, αφετέρου 
επιβάλλεται περαιτέρω μελέτη προκειμένου να διαλευκανθεί η σχέση των 
πρωτεϊνικών επιπέδων της καβεολίνης-1 και της αλλαγής τους με το οξειδωτικό στρες 
και την ΟΑ.  
Στην προσπάθειά μας να διερευνήσουμε το ρόλο της καβεολίνης-1 στα 
χονδροκύτταρα επεκτείναμε τη μελέτη μας και σε άλλους τύπους κυτταροτοξικού 
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στρες. Χρησιμοποιήσαμε τη βλεομυκίνη η οποία αποτελεί ευρύτατα 
χρησιμοποιούμενου αντικαρκινικό φάρμακο που προκαλεί βλάβες στο γενετικό υλικό.  
Παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 στα φυσιολογικά 
χονδροκύτταρα ύστερα από επίδραση με βλεομυκίνη, ενώ στα αντίστοιχα παθολογικά 
παρατηρήθηκε μικρή μείωση της έκφρασης της καβεολίνης-1.Τα αποτελέσματα αυτά 
συμφωνούν με αυτά των Linge και των συνεργατών του οι οποίοι παρατήρησαν 
αύξηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 σε επιθηλιακά καρκινικά κύτταρα του 
πνεύμονα Α549 ύστερα από επίδραση με βλεομυκίνη (Linge et al, 2007).. Αντίθετα 
δεν υπάρχουν δεδομένα για την επίδραση κυτταροτοξικών παραγόντων όπως η 
βλεομυκίνη σε ΟΑ κύτταρα. Ως εκ τούτου θεωρούμε ότι τα αποτελέσματά μας είναι 
χρήσιμα για την διαλεύκανση του μηχανισμού απόκρισης σε κυτταροτοξικούς 
παράγοντες στον οποίο φαίνεται να συμμετέχει η καβεολίνη-1. Η δυσλειτουργία 
αυτού του μηχανισμού στα ΟΑ χονδροκύτταρα που παρατηρούμε εδώ, πιθανά να 
σχετίζεται με την αιτιοπαθογένεια της ασθένειας γεγονός όμως που χρήζει προφανώς 
περαιτέρω μελέτης.  
Πέρα από τα επίπεδα της πρωτεϊνικής έκφρασης της καβεολίνης-1 ελέγξαμε 
και τον κυτταρικό εντοπισμό της σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα. Ενδιαφέρον 
είναι ότι παρατηρήσαμε μια σαφή μετατόπιση της καβεολίνης-1 από το 
κυτταρόπλασμα/μεμβράνη προς τον πυρήνα σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα ύστερα 
από επίδραση με κυτταροτοξικό στρες (Η2Ο2, βλεομυκίνη). Η βλεομυκίνη είναι 
ραδιομιμητικό φάρμακο που προκαλεί διπλές θραύσεις στο DNA και αναστολή του 
κυτταρικού κύκλου που μπορεί να οδηγήσει γήρανση (Kaufmann & Kies, 1998 ). Η 
μετατόπιση της καβεολίνης -1 προς τον πυρήνα έπειτα από την επίδραση 
διαφορετικών παραγόντων που προκαλούν DNA βλάβες ενισχύει την υπόθεσή μας 
περί εμπλοκή της στην απόκριση στις βλάβες του γενετικού υλικού.  
 Επιπλέον, η μετατόπιση της καβεολίνη-1 προς τον πυρήνα έπειτα από την 
επίδραση Η2Ο2 συμπίπτει χρονικά με την εμφάνιση βλαβών στο DNA, ενώ καθώς οι 
βλάβες αποκαθίστανται με την πάροδο του χρόνου η καβεολίνη-1 επιστρέφει στον 
αρχικό εντοπισμό της. Η παρατήρηση αυτή συνηγορεί υπέρ της υπόθεσης της 
εμπλοκής της καβεολίνης-1 στο  μηχανισμό σηματοδότησης ή/και επιδιόρθωσης των 
βλαβών στο DNA που προκύπτουν λόγω επίδρασης στρες.  Στα οστεοαρθριτικά 
χονδροκύτταρα δεν παρατηρήθηκε καμία τέτοια μετατόπιση της καβεολίνης-1 
γεγονός που ενισχύει την υπόθεσή μας περί δυσλειτουργίας της στην απόκριση στην 
πρόκληση βλαβών στο DNA στην ΟΑ. 
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Αναφορικά με τον κυτταρικό εντοπισμό της καβεολίνης-1 δεν είναι απολύτως 
ξεκάθαρο τι συμβαίνει. Γενικά θεωρείται η  καβεολίνη-1 εντοπίζεται στα 
μικροσπήλαια της πλασματικής μεμβράνης αλλά κάποιες μελέτες έχουν δείξει ο 
κυτταρικός της εντοπισμός μπορεί να ποικίλει αναλόγως του είδους των υπό μελέτη 
κυττάρων (Li et al, 2012). Στη συγκεκριμένη μελέτη δείχθηκε σε κύτταρα Α549 του 
πνεύμονα η καβεολίνη-1 εντοπίζεται κυρίως στη μεμβράνη ενώ σε κύτταρα Βeas-2B 
εμφανίζεται σε όλα τα διαμερίσματα του κυττάρου. Πρόσφατα δεδομένα εξάλλου 
δείχνουν ότι σε διάφορους τύπους κυττάρων η καβεολίνη-1 μπορεί να εντοπιστεί και 
στον πυρήνα. (29–32). Η δική μας μελέτη είναι η πρώτη που επιχειρεί να συσχετίσει 
τον κυτταρικό εντοπισμό της καβεολίνης-1 με την λειτουργία της και την πιθανή 
εμπλοκή της στην αποκατάσταση των βλαβών στο DNA έπειτα από κυτταροτοξικό 
στρες. Ως εκ τούτου επιβάλλεται να διερευνηθεί περαιτέρω ο  προτεινόμενος 
μηχανισμός.  
Τέλος, επιχειρήσαμε να ελέγξουμε εάν η δυσλειτουργία της καβεολίνης-1 
στην απόκριση στο κυτταροτοξικό στρες μπορεί να οδηγεί σε γενικότερη πτώση των 
λειτουργιών της. Γνωστή λειτουργία που εξαρτάται από τα μικροσπήλαια της 
μεμβράνης και άρα την καβεολίνη-1 είναι η απόκριση των κυττάρων στην αλλαγή της 
ωσμωμοριακότητας του περιβάλλοντός τους. Τα κύτταρα αντιδρούν στο 
υποωσμωτικό σοκ αυξάνοντας την επιφάνεια της πλασματικής μεμβράνης μέσω της 
μεμβράνης των μικροσπηλαίων προκειμένου να αποτραπεί η ρήξη της κυτταρικής 
μεμβράνης και ο θάνατος των κυττάρων. Ο Mougeolle και οι συνεργάτες του έκαναν 
ανάλογα πειράματα με μυοβλάστες ποντικού όπου έδειξαν περιορισμένη ικανότητα 
απόκρισης το υπο-ωσμωτικό στρες όταν προηγουμένως τα κύτταρα είχαν επωαστεί 
με υπεροξείδιο του υδρογόνου. υπονοώντας πιθανή δυσλειτουργία των μικρολαχνών 
λόγω του οξειδωτικού στρες (Mougeolle et al, 2015). Τα δικά μας αποτελέσματα 
ενισχύουν περισσότερο αυτή την υπόθεση ενώ προτείνουμε και έναν πιθανό 
μηχανισμό: Η καβεολίνη-1 υποστηρίζουμε ότι  συμμετέχει στην απόκριση στις 
βλάβες του DNA με σηματοδοτικό ή/και επιδιορθωτικό ρόλο μετακινούμενη από τις 
μικρολάνχνες της κυτταρικής μεμβράνης προς τον πυρήνα. Η μετατόπιση αυτή είναι 
πιθανό να επηρεάζει άλλες φυσιολογικές λειτουργίες του μορίου όπως η απόκριση 
στην αλλαγή της ωσμωμοριακότητας του περιβάλλοντος των κυττάρων.  
Οι διαφορές τέλος, που εντοπίσαμε ανάμεσα στα φυσιολογικά και ΟΑ 
χονδροκύτταρα υποδηλώνουν πιθανή εμπλοκή του του μηχανισμού στον οποίο 
πιθανά συμμετέχει η καβεολίνη-1 ή και άλλα μόρια των μικροσπηλαίων της 
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πλασματικής μεμβράνης στην αιτιοπαθογένεια της ΟΑ. Η διαλεύκανση του 
μηχανισμού με τη χρήση αναστολέων της καβεολίνης-1 ή/και πειραματόζωων 
γενετικά τροποποιημένων έτσι ώστε να μην εκφράζουν ή να υποεκφράζουν το γονίδιο 
της CAV-1 θα οδηγούσε στην αποκάλυψη ελκυστικών νέων θεραπευτικών 
προσεγγίσεων για την ΟΑ ή άλλες σχετιζόμενες με τη γήρανση ασθένειες.  
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